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1 Einleitung und Zielsetzung

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung unklarer
Atiologie, die durch vielfaltige klinische Manifestationen und durch die Produktion von
Autoantikorpern gegen nukleare Antigene (ANA) gekennzeichnet ist. Organschaden
beim SLE werden nach aktueller Auffassung uberwiegend durch Autoantikdrper und
komplementaktivierende Immunkomplexe hervorgerufen (Sturfelt 2002).

Das Spektrum der Standardtherapie des SLE reicht von nichtsteroidalen Antiphlogistika,
niedrigdosierten Glucocortikoiden, Hydroxychloroquin und Azathioprin bis hin zu
Cyclophosphamid (Lahita 2000).

Da insbesondere fur Anti-Doppelstrang-Desoxyribonukleisdure-Antikorper (Anti-dsDNS-
Antikorper) in verschiedenen klinischen Studien eine direkte pathogenetische Rolle z.B.
bei der Entstehung der Lupusnephritis nachgewiesen wurde (Mills 1994), sind neben
diesen etablierten Immunsuppressionen verschiedene Therapieansatze
(Plasmapherese, Immunadsorption) zur gezielten Reduktion der Anti-dsDNS-Antikorper
untersucht worden. Eine geprufte Therapieoption konnte daraus jedoch bisher nicht
etabliert werden, da die Ansatze zwar eine vorubergehende effektive Reduktion der
Anti-dsDNS-Antikorper in der Zirkulation zeigten, aber nicht zu einer gesicherten
klinischen Response fuhrten.

Uber eine andere Mdglichkeit der Immunmodulation mit Hilfe eines so genannten
.=antigen-based Heteropolymer (AHP)“ berichtete Taylor erstmals 1991 (Taylor et al
1991). AHPs bestehen aus einem monoklonalen Antikérper (aus der Maus), der
spezifisch an den Komplementrezeptor 1 (CR1) bindet, der auf Erythrozyten exprimiert
wird. Dieses neue Therapieverfahren wurde entwickelt, um definierte Pathogene aus der
Blutzirkulation zu eliminieren und bereits in in vivo Studien an Affen untersucht, (Taylor
2001). In einer Toxizitatsstudie an Primaten zeigten sich keinerlei negative
Auswirkungen auf serologische, hamatologische und histo-pathologische Parameter.
Der Prototyp eines solchen AHPs ist ETI104: ETI104 besteht aus einem monoklonalem
Antikorper (mab) gegen CR1, welcher mit dsDNS als Antigen gekoppelt ist. Die Gabe
von ETI104 fuhrte bei Affen zu einer raschen Reduktion der infundierten Anti-dsDNS-

Autoantikdrper aus dem Serum.



Ziel dieser vorgelegten Studie war es, erstmalig die Tolerabilitat und Toxizitat von
ETI104 an gesunden Probanden bei einer Einmal-i.v.-Gabe zu prufen. Aullerdem sollten
an Probanden die Bindung von ETI104 an Erythrozyten sowie die pharmakokinetischen
Eigenschaften in vivo untersuchen werden.

In der zweiten Phase der Studie sollte dann die Tolerabilitat, Toxizitat und die Reduktion
der im Blut zirkulierenden Anti-dsDNS-Autoantikorper durch ETI104 bei insgesamt 6
SLE-Patienten Uber einen Zeitraum von 28 Tagen untersucht werden.



2 Systemischer Lupus erythematodes

2.1 Geschichte

Das klinische Bild des kutanen Lupus Erythematodes (LE) wurde 1945 erstmalig von
Hebra beschrieben, wobei der Begriff ,Lupus erythémateux” von Casenave gepragt
wurde. Der SLE galt friher als eine sehr seltene, meist todlich endende Erkrankung. Die
EinfUhrung der immunologischen Diagnostik, eingeleitet durch die Entdeckung der LE-
Zellen im Knochenmark von SLE-Patienten im Jahre 1848 an der Mayo-Klinik Rochester
USA und dem sich daraufhin anschlieBenden Nachweis von antinuklearen AntikGrpern
(ANA) Ende der 50er Jahre, fuhrte zu einer deutlich haufigeren Diagnosestellung, da
abortive und Kklinisch untypische Verlaufsformen erfassbar wurden. Der
Krankheitsverlauf und die Prognose der Erkrankung sind weiterhin sehr variabel und
werden vor allem von der Schwere der fuhrenden Manifestationen bestimmt (Boumpas
1995).

2.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der Erkrankung ist nicht aufgeklart. Diskutiert wird eine multifaktorielle
Genese, an der endogene (u.a. genetische, hormonelle) und exogene (z.B. mikrobielle
Erreger, UV-Exposition) Faktoren zusammenwirken. Gesichert ist eine
Autoimmunpathogenese. Es werden eine Vielzahl von Autoantikorpern, die mit
nuklearen, zytoplasmatischen oder Zellmembranantigenen reagieren, im Serum
nachgewiesen. Uber die Ablagerung von zirkulierenden Immunkomplexen in den kleinen
Arterien und Arteriolen kommt es zu den entsprechenden entzindlichen
Organveranderungen. Moglich ist auch ein direkt zytopathogener Effekt der
Autoantikorper, wenn sie beispielsweise gegen Zellmembranen (antierythrozytare
Antikorper) gerichtet sind (Lahita, 1999).



2.2.1 Autoantikorper
Ein wichtiges immunologisches Merkmal des SLE ist die Produktion von

Autoantikorpern gegen eine Reihe verschiedener, vor allem nuklearer Antigene (von
Muhlen 1995). Wahrend ein Teil der Autoantikorper lediglich als serologischer Marker
der Erkrankung dient, konnte fur andere Antikorper eine direkte zytopathogenetische
Rolle nachgewiesen werden (Boumpas et al 1995; Mills 1994). Sie kdnnen unmittelbar
zu einer zellularen Schadigung beitragen, z.B. bei Autoimmunzytopenien oder mit
Zelloberflachen oder Plasmaproteinen interferieren, wie z.B. bei dem Antiphospholipid-
Antikorper-Syndrom (Lahita 1999). Autoantikorper sind an der Entstehung von
Immunkomplexen und den durch sie hervorgerufenen entzindlichen Vorgangen
beteiligt, z.B. bei der Glomerulonephritis (Rekvig 2004, Putterman 2004). Eine
besondere Rolle in diesem Zusammenhang spielen die Anti-dsDNS-Autoantikorper,
deren Titer haufig mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Zhang et al 2002; Olhoffer et al
1997). Weniger haufig werden Anti-Sm-Antikorper gefunden, die fir SLE jedoch
hochspezifisch sind. Auto-Antikorper gegen das ribosomale Protein P werden gehauft
bei Patienten mit ZNS Beteiligung beobachtet (Hiepe et al 1996).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick Uber verschiedene Subspezifitaten
antinuklearer Antikorper und ihre Assoziation mit speziellen Manifestationen des SLE
(Hiepe et al 1996; von Muhlen 1995).



Autoantikorper gegen

Haufigkeit (%)

Klinische Manifestationen

Zellkerne (ANA) 96%

ds-DNS 78% Nephritis, ZNS-Beteiligung

Histon 70% Medikamentenind. SLE

Sm 10% — 30% Nephritis, ZNS-Beteiligung

U1 -RNP 13% — 32% Raynaud-Phanomen, Myositis
Sjégren—Syndrom, Pneumonitis,
Lymphopenie, Photosensitivitat,

Ro (SS-A) 25% —60% leukozytoklastische Vaskulitis,
subakut kutaner LE, kongenitaler
Herzblock, neonataler LE

. Sjéogren—Syndrom, kongenitaler
La (SS-B) 19% Herzblock, neonataler LE, subakut

kutaner LE, seltener Nephritis

Ribosomales P

11% — 38%

Psychosen, Leberbeteiligung,
Nephritis

RA33

20%

erosive Arthritis

Cardiolipin

24

Antiphospholipid-Syndrom

Tabelle 1: Diagnostische Bedeutung verschiedener Autoantikérper bei SLE
(nach Hiepe u. Burmester,1996)

Der Grund fur die Autoantikorperproduktion bei SLE ist nicht bekannt. Obwohl viele
Hinweise daflr sprechen, dass das B-Lymphozyten-Zell-System (B-Zell-System)
unspezifisch aktiviert ist, liegen andererseits zahlreiche Befunde dafur vor, dass es sich
bei der Autoantikorperbildung des SLE um eine Antigen-induzierte, durch T-

Lymphozyten (T-Zellen) vermittelte Immunantwort handeilt.

* Die Antikorper sind nicht nach dem Zufallsprinzip gegen alle potentiell in Frage

kommenden Autoantigene gerichtet, sondern bevorzugt gegen Strukturen des

Zellkerns (von Muhlen 1995).

* Das Antikorperprofil eines Patienten ist im Krankheitsverlauf meistens stabil.

* Die Pradominanz der Immunglobulinklasse 1gG und die HOhe der Antikorpertiter

sprechen fur das Vorliegen einer typischen sekundaren Immunantwort.

* Somatische Mutationen von Antikorpern, die fur einen antigenabhangigen und
durch T-Helferzellen vermittelten Reifungsprozess der entsprechenden B-

Lymphozyten sprechen, lassen sich auch in der variablen Region von Anti-

dsDNA-Antikorpern nachweisen (van Es et al 1991).




Neben einer genetischen Disposition konnte ein infektioser Triggermechanismus
erforderlich sein, um die Uberschiefende Immunreaktion hervorzurufen. Eine
entsprechende Bedeutung wurde Superantigenen, Viren und Retroviren zugesprochen
(Gordon 1996).

Neuere Hypothesen zur Entstehung der SLE-typischen Antikorper heben die
Beobachtung hervor, dass Antikorper z.B. gegen ds-DNA und Histone im Experiment
nicht durch Injektion nackter DNA induziert werden, wohl aber, wenn diese Proteine als
intakte Nukleosomen gegeben wurden. Da Nukleosomen hauptsachlich wahrend der
Apoptose entstehen, ist denkbar, dass eine gesteigerte Apoptose (Casciola-Rosen et al
1996) oder eine reduzierte Elimination apoptotischen Materials zur Immunogenitat von
Nukleosomen beitragen (Hermann et al 1998). Diese Theorie ist gut vereinbar mit dem
gehauften Auftreten von SLE nach Exposition gegenluber UV-Licht, welches Apoptose

z.B. von Keratinozyten der Haut induzieren kann.

2.2.2 Genetik

Genetische Untersuchungen, vor allem Familienuntersuchungen weisen auf einen
Zusammenhang zwischen SLE und genetischen Faktoren hin. Bei bis zu 10% der
Patienten haben ein oder mehrere Verwandte einen SLE (Hochberg et al 1985). Es
zeigt sich eine Konkordanz des SLE bei eineiigen Zwillingen, die in der Literatur
zwischen 25 und 67% angegeben wird, nicht jedoch bei zweieiigen Zwillingen (Deapen
et al 1992).

Verschiedene Genexpressionen zeigen eine erhdhte Empfanglichkeit fur einen SLE.
Hierzu gehdren der homozygote Mangel von C1q, C1r und C1s, die mit den HLA-
System verknupft sind (Koide et al 2002), von C2 und C4 (unabhangig vom HLA-
System) sowie partielle Defizite an C4 (insbesondere C4a).

Bestimmte HLA-Klasse-lI-Gene (DR und DQ) disponieren zur Bildung bestimmter
Autoantikorper (Anti-dsDNA, Anti-Sm, Antiphospholipide). Weiterhin besteht ein
Zusammenhang zwischen SLE und T-Zell-Rezeptor-, Immunglobulin-,
Komplementrezeptor-, TNF- (Tumornekrosefaktor), Fc-Rezeptor- sowie Apoptosegenen
(Paul et al 2002).



2.2.3 Zellulare Immunitat
Trotz zahlreicher Untersuchungen zur zellularen Immunitat des SLE ist es bislang nicht

sicher gelungen, die Autoimmunphanomene des SLE auf einen dominierenden Befund
der zellularen Immunologie zuruckzufuhren. Es finden sich vielmehr verschiedene
Variationen, deren Rolle nur bedingt geklart sind.

Auffallig ist zunachst eine allgemeine, vor allem die T-Zellen betreffende Lymphopenie,
die mit dem Vorkommen antilymphozytarer Antikorper assoziiert ist (Gorla 1990).
Wahrend die CD8+-T-Suppressorzellen kaum verandert sind, findet sich eine deutliche
Abnahme der CD4+-T-Helferzellen, was zu einer deutlichen Reduktion der CD4/CD8-
Ratio fuhrt. In vitro-Untersuchungen weisen zum einen auf eine verminderte Proliferation
sowie eine reduzierte Aktivitat der Helfer-, Suppressor- und zytotoxischen T-Zellen hin
(Sobel et al 2002). Daruber hinaus lassen sich erhebliche Funktionsstorungen von T-
Lymphozyten nachweisen. Insbesondere die IL-2-abhangige Proliferation ist deutlich
vermindert. Sowohl die IL-2-Sekretion wie auch die |IL-2-Rezeptorexpression scheinen
alteriert zu sein (Herndon et al 2002). Die Frage, ob in der Summe der
Funktionsstorungen auf T-Zell-Ebene eine verstarkte T-Helferzell-Funktion fur B-Zellen
oder eine verminderte T-Zell-Suppressorfunktion vorliegt, ist dabei nicht endgultig
geklart. Die zentrale Auffalligkeit auf der Ebene der B-Lymphozyten ist zunachst die
gesteigerte polyklonale B-Zell-Aktivitat derselben. Die Spontanproliferation von B-
Lymphozyten in vitro sowie deren Immunglobulinproduktion (Ig-Produktion) ist bei SLE
erhoht. Eine Erhdhung des Serum-lgG-Spiegels auf das Doppelte des Normwertes ist
keine Seltenheit. Auffallig ist eine Erhdhung der CD19+ und CD27+ exprimierenden B-
Lymphhozyten (Odendahl et al 2000). Wahrend die erhohte B-Zell-Aktivitat in
tierexperimentellen (murinen) Lupusmodellen zumindest zum Teil als Ausdruck eines
inharenten B-Zell-Defektes angesehen wird, ist dies fur den humanen Lupus nicht
belegt. Dagegen konnte eine wesentliche Rolle T-Zell-abhangiger Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren wahrscheinlich gemacht werden (Horwitz et al 2002).



2.2.4 Immunkomplexe und Komplementproteine

Die Bildung zirkulierender Immunkomplexe ist ein physiologischer Immunmechanismus,
der der Eliminierung von pathogenen Antigenen dient. Beim SLE ist die ungewlnschte
Ablagerung von Immunkomplexen an den kleinen Gefal3en der verschiedenen Organe
wesentlich an den Entzindungsvorgangen beteiligt. Diese exzessive und
uberschieende Immunkomplexbildung fuhrt zu einer Erschopfung des
Retikuloendothelialen Systems (RES), so dass sich die Clearance der Immunkomplexe
reduziert. AulRerdem wird Uber Storungen der Immunkomplexclearance durch Defekte
der Fc- und Komplementrezeptoren des Monozyten-Makrophagen-Systems berichtet
(Cohen et al 2002).

2.3 Epidemiologie und Klassifikation

Die Erkrankung kommt weltweit in territorial unterschiedlicher Haufigkeit vor, sie beginnt
bei jungen Frauen (nach der Menarche) in der zweiten oder dritten Lebensdekade,
(McCarty et al 1995). Die Pravalenz liegt in Europa und Nordamerika bei etwa 40 pro
100 000 Einwohnern, variiert jedoch in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht und
ethnischer Zugehorigkeit. Frauen erkranken ca. 10-13 mal haufiger als Manner. Die
Inzidenz in der Allgemeinbevolkerung liegt bei 6-7 Neuerkrankungen pro 100 000
Einwohner pro Jahr (Hochberg 1990, Mills 1994).

Fur die Klassifikation des SLE stehen die 1982 von der American Rheumatism
Association (jetzt American College of Rheumatology) modifizierten Kriterien zur
Verfugung. Kriterium 10 wurde 1997 modifiziert. (Hochberg 1997).

Definitionsgemal mussen 4 der 11 ausgewahlten Kriterien vorliegen, um einen
gegebenen Patienten als SLE erkrankt zu klassifizieren. Die Sensitivitat der 1982
definierten Kriterien wird mit 96%, ihre Spezifitat mit 96-99% angegeben. Diese
Kriterien haben ihre Bedeutung, um die Vergleichbarkeit der Studien zu verbessern. Fur

die Fruhdiagnose sind sie weniger gut geeignet (Tan et al 1982).



Tabelle 2: Klassifikationskriterien des systemischen Lupus erythematodes des ACR
(Nach Tan et al. 1982, 1997 modifiziert)

1. Schmetterlingserythem

Erythem der Nase und Wangen, aber auch an den anderen
Hautpartien — besonders Streckseiten der Arme und

Halsausschnitt

2. Diskoide

Hautveranderungen

Im Gesicht oder an anderen lichtexponierten Partien;

lokalisierte, meist rote Plaques mit (follikularen)

Hyperkeratosen, Pigmentverschiebungen und Atrophie

3. Photosensibilitat

Verstarkte Lichtreaktionen an allen ausgesetzten

Hautpartien

4. Schleimhautulzera

Orale oder nasopharyngeale Ulzerationen, lokalisiert und

gewohnlich schmerzlos

5. Arthritis Nichterosive Arthritis an 2 oder mehreren Gelenken
6. Serositis a) Pleuritis b) Perikarditis
N a) persistierende Proteinurie >0,5 g/l oder
7. Nephritis
b) Zylindrurie oder Erythrozyturie
8. ZNS-Beteiligung (nicht a) Krampfanfalle
durch Medikamente oder b) Chorea minor
metabolisch bedingt) c¢) Psychosen
a) hamolytische Anamie
) _ b) Leukozytopenie (<4 000/mm_)
9. Hamatologische Befunde
¢) Thrombozytopenie (<100 000/mm_)
d) Lymphozytopenie (<1 500/mm_)

10. Immunologische Befunde

a) Nachweis von Anti-dsDNA-Antikérpern

b) Nachweis von Anti-Sm-Antikdrpern oder

¢) Nachweis von Anti-Phospholipid-Antikdrpern fiir
mindestens 6 Monate durch:

* Anticardiolipinantikérper der IgG- oder IgM-Klasse

* Positiver Test fur Lupusantikoagulans oder

* Falsch-positiver Test auf Syphilis und bestatigter
Treponema pallidum-Immobilisations- (TPIl) oder
Fluoreszenz-Treponemaantikdrper-Absorptionstest
(FTA)

* Falsch-positiver WaR (Antikardiolipinantikdrper),

mindestens 6 Monate persistierend

11. Antinukleare Antikorper

ANA = 1:160

4 oder mehr der 11 Kriterien missen zur Klassifikation erflllt sein.




2.4 Prognose

Die Prognose galt vor der Ara der Glukokortikoid-Therapie als extrem schlecht. Die
verbesserte Fruhdiagnose, die Intensivierung der Therapie und der allgemeine
medizinische Fortschritt der supportiven Therapie haben zu einem deutlichen Anstieg

der Uberlebensraten gefiihrt.

In der Erlanger Kohorte der SLE-Patienten werden heute 5-Jahres-Uberlebensraten von
annahernd 97% erreicht. Nach 10 Jahren leben noch etwa 90% der Erlanger SLE-
Patienten und nach 20 Jahren (geschatzte) 70%. Die gro3e Mehrzahl nicht nur der
Erlanger SLE-Patienten hat heute eine sehr gute Prognose quoad vitam, (Manger et al
2004)

Wahrend schwere, unbeherrschbare Lupusschube insbesondere die Fruhletalitat der
Erkrankung bedingen, ist die zunehmend in den Vordergrund rickende Spatmortalitat
vorwiegend auf chronische Krankheits- und Therapiefolgen zurtuckzufuhren, vor allem

auf eine vorzeitige Arteriosklerose.

2.5 Klinik

Prinzipiell gibt es fast kein Organsystem, das bei SLE nicht beteiligt sein kann. Obwohl
manche Symptome, wie Allgemeinsymptome, Arthralgien, Erythem, Raynaud-Syndrom
und Nephritis, relativ haufig und oft diagnostisch wegweisend sind, ist prinzipiell jede
Kombination einzelner Symptome mdglich. Eine Zusammenstellung der haufigsten
Symptome zeigt Tabelle 2 (Gladman et al 1994).

Fast alle Patienten klagen uber allgemeine Symptome wie Fieber, Mudigkeit,
Abgeschlagenheit und Gewichtsverlust, die oft auch die ersten Beschwerden darstellen.
Selten Ubersteigen die Temperaturen 39°C. Bei hohem Fieber mufd immer auch an eine
Infektion gedacht werden. Mudigkeit und Abgeschlagenheit sind oft die einzigen
Symptome, Uber die Patienten auch nach erfolgreicher Behandlung eines Schubes

berichten.



Tabelle 3: Haufigkeit der Symptome und der Beteiligung verschiedener Organsysteme
bei SLE zu irgendeinem Zeitpunkt widhrend des Krankheitsverlaufes bei 605 SLE-
Patienten (nach Gladman u. Urowitz [3])

Manifestation Haufigkeit (%)
Allgemeinsymptome 73184
Arthritis 56 /63
Arthralgien 77185
Erythem 57 /81
Schleimhautulzera 18 /54
Pleuritis 23 /37
Pneumonitis 9/17
Perikarditis 20/29
Myokarditis 1/4
Raynaud-Syndrom 33 /58
Thrombophlebitis 2/8
Vaskulitis 10/ 37
Nephritis 44 |/ 77
Nephrotisches Syndrom 5/ 11
Azotamie 3/8
ZNS-Beteiligung 24 ] 54
Augenbeteiligung 5/5
Gastrointestinale Beteiligung 22147
Pankreatitis 1/4
Lymphadenopathie 25/32
Myositis 517

1. Zahl = Haufigkeit bei Beginn der Erkrankung,
2. Zahl = Haufigkeit im Gesamtverlauf.



2.6 Therapie

Das Behandlungsziel besteht in einer Beeinflussung der Symptome, Reduktion der
Krankheitsaktivitat und Verhinderung eines Fortschreitens der Erkrankung und der
entsprechenden Organmanifestationen. Die Entscheidung Uber die Art der Therapie
hangt von verschiedenen Faktoren ab. Im Vordergrund stehen dabei die Aktivitat des
SLE sowie die Art und Schwere der Organmanifestationen. Daneben sind auch das
Alter und Begleiterkrankungen zu berucksichtigen.

Das Standardspektrum der etablierten Therapie reicht von abwartendem Verhalten bei
milden Verlaufen Uber nichtsteroidale Antiphlogistika, niedrigdosierte Glucocortikoide,
Hydroxychloroquin und Azathioprin bis hin zum Cyclophosphamid. Bei der
uberwiegenden Mehrzahl der Behandlungsansatze ist bisher von einer lebenslangen
Erkrankung und lebenslangen Therapie-, zumindest aber Beobachtungsbedarf
auszugehen (Lahita 1999).

Nicht-Steroidale Antirheumatika: Diese Medikamente konnen eine ausreichende

Behandlung darstellen, wenn Arthralgien oder milde Serositiden im Vordergrund stehen
(Lahita 1999).

Antimalariamittel: Bei Arthralgien oder Myalgien sowie bei kutanen Manifestationen

konnen Antimalariamittel eingesetzt werden. Dokumentiert sind Verbesserungen von
Hautveranderungen und eine signifikante Reduktion der Schubfrequenz (The Canadian
Hydroxychloroquine Study Group 1991). Therapeutische Effekte kdnnen frihestens
nach 6 Wochen beobachtet werden. Die volle Wirkung tritt nach etwa 6 Monaten unter
einer Standarddosis von 250 mg fur Chloroquin, bzw. von 200 - 400 mg fur

Hydroxychloroquin auf.

Glukortikoide: haben einen hohen Stellenwert in der Therapie des SLE. Insbesondere

durch ihren raschen Wirkungseintritt sind sie bei der Behandlung von akuten Schuben
unentbehrlich (Bertoni et al 1994). In einer initialen Dosierung von etwa 1mg/kgKG/Tag
Prednisolonaquivalent lassen sich starkere Krankheitsschibe beherrschen. Nach
Ruckgang der Krankheitsaktivitat mul® versucht werden, die Prednisolondosis unter

Kontrolle der Aktivitatsparameter langsam zu reduzieren und eventuell abzusetzen.



Wenn sich die Krankheitsaktivitat des SLE unter Glukokortikoiden nicht ausreichend
beeinflussen lasst oder viszerale Manifestationen vorliegen, ist eine zusatzliche
immunsuppressive Therapie indiziert.

* Azathioprin: Das glukokortikoidsparende Purinanalogon wird bei Patienten mit
mittlerer Krankheitsaktivitat eingesetzt. Bei Lupusnephritis war es der
Glukokortikoidmonotherapie tendenziell uberlegen. (Austinlll et al 1986). Die
Behandlungsdauer mit einer Dosis von 50-150 mg/d betragt typischerweise

mehrere Jahre.

* Cyclophosphamid: Insbesondere bei sehr schweren Organmanifestationen

besteht die Indikation fur die Gabe von Cyclophosphamid. Dabei hat sich wegen
der geringeren Kummulativdosis die intravendse Bolustherapie fir zunachst 6
Monate in vierwochigen Abstanden gegenuber der peroralen kontinuierlichen
Langzeitmedikation durchgesetzt. Bei der intravendsen Bolustherapie erhalten
die Patienten 500-1000 mg/m_. Danach wird die Applikation in _ jahrlichen
Abstanden Uber weitere 18 Monate fortgesetzt werden, da mit diesem
Behandlungsprotokoll eine Stabilisierung der Nierenfunktion und eine Reduktion
der Rezidiv-Rate erzielt wurde.

Methotrexat, Cyclosporin A, Mycophenolat Mofetil, Leflunomid: Als Alternative bei der

immunsuppressiven Therapie bieten sich Methotrexat (MTX), Cyclosporin A (CSA),
Mycophenolat mofetil (MMF) und Leflunomid an. Methotrexat fuhrte zu einer
Verbesserung einer Arthritis, kutanen Vaskulitis, Myositis und Serositis (Wong et al
2005, Ruiz-lrastorza et al 2001). Wegen einer Nephrotoxizitat wird CSA eher
zurlckhaltend beim SLE eingesetzt, wobei insbesondere die therapierefraktare
Proteinurie beim nephrotischen Syndrom anspricht und die Myelotoxizitat (z.B.
Thrombozytopenie, Leukopenie, Anamie) weitaus geringer ausgepragt ist, als bei MTX
und MMF. Mycophenolat mofetil wird in der immunsuppressiven Induktionstherapie und
Remissions-Erhaltungstherapie momentan zunehmend als vielversprechende
Alternative bei Patienten eingesetzt, die auf hohe Dosen von Cyclophosphamid oder
Azathioprin nicht ansprechen (Carreno et al 2002, Contreras et al 2004



Leflunomid zeigt nach sechsmonatiger Therapie in placebokontrollierten Studien
einen signifikanten Ruckgang der Krankheitsaktivitat bei milden bis moderaten
Verlaufen eines SLE (Tam et al 2004).

Immunglobuline: Die Wirksamkeit der hochdosierten intravenosen-Immunglobuline beim

SLE ist umstritten. Vor allem die Immunthrombozytopenie lasst sich durch die
Immunglobulintherapie temporar gunstig beeinflussen. Die Immunglobulintherapie bietet
sich bei Patienten als eine Alternative an, bei denen Kontraindikationen fir eine
hochdosierte Glukokortikoid- oder Immunsuppressive Therapie vorliegen. Dies betrifft
u.a. die Schwangerschaft, begleitende Infektionen oder perioperative Zustande.

Plasmapherese und Immunadsorption: Mittels Plasmapherese konnen pathogenetische

Autoantikorper und Immunkomplexe aus der Zirkulation der Patienten entfernt werden.
Die Plasmapherese in Kombination mit immunsuppressiver Therapie (Kortikosteroide,
Cyclophosphamid) erwies sich in randomisierten, kontrollierten Studien bei Patienten
mit Lupusnephritis (Lewis et al 1992) als nicht signifikant Uberlegen im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die eine alleinige medikamentose immunsuppressive Therapie erhielten.
Sie kann jedoch eine wichtige Option darstellen in akuten, lebensbedrohlichen
Krankheitsphasen, bei denen hochdosierte Glukokortikoide und Immunsuppressiva nicht
gegeben werden konnen, sowie bei Therapieversagern. Durch Synchronisation von
Plasmapherese und i.v.-Cyclophosphamid sowie sich anschlielender oraler
Cyclophosphamidgabe konnten bei schweren Verlaufsformen therapiefreie Remissionen

erzielt werden (Euler et al 1998).

Die Immunadsorption uber Antimmunglobulin-Adsorber oder Protein-A-Saulen hat den
Vorteil der radikaleren Antikorperelimination. Andere Proteine wie Gerinnungsfaktoren
(Braun et al 1994) werden zudem nicht eliminiert. Daruber hinaus entfallt im Vergleich
zur Plasmapherese der high volume Austausch des gesamten Plasmas (Schneider et al
1997).



Dies ist ein wichtiger Schritt bei der sicheren Klarung von zirkulierenden
Immunkomplexen, und bewahrt somit den Organismus vor Schaden durch Ablagerung
von Immunkomplexen in empfindlichen Geweben, wie z.B. den Nieren.

Die neue HP-Technologie besteht aus zwei kovalent gebundenen monoklonalen
Antikorpern. Einer dieser Antikorper bindet direkt an die Komplementrezeptoren, der
andere Antikorper bindet spezifisch das zu entfernende Pathogen.

Das HP stellt so eine ,Sofort-Immunitat® dar, da es u. a. die komplementabhangige
Immunantwort umgeht und somit die schnellere und effektivere Elimination der
Pathogene ermoglicht.

Eine Subgruppe der HPs sind die sogenannten ,antigen-based-Heteropolymere® (AHP).
Diese sind mit spezifischen, einzelnen Antigenen gekoppelt um so pathogene (Auto)-

Antikorper zu binden und zu eliminieren.

Das erste entwickelte AHP ist ETI104, welches als Antigen dsDNS an den Anti-CR1-
Antikorper gekoppelt hat.

In einer Studie von Taylor et al konnte an Primaten gezeigt werden, das ETI104 in
unterschiedlichen Dosierungen eine rasche Reduktion infundierter Anti-dsDNS-
Autoantikorper bewirkt. Die Gabe hatte keinerlei negative Auswirkungen auf

serologische, hamatologische und histologische Parameter zur Folge (Taylor 2001).

Lupus AHP Product

Pathogenic
Anti-dsDNA
antibodies

CR1
Anti-CR1 Mab

=:luSys

Abbildung 1 zeigt schematisch das Wirkprinzip der AHP-Technik (Elusys therapeutics
Inc., Pine Brook, NJ, USA).



2.6.2 Neue experimentelle Therapieansatze

In in vitro und in vivo Studien werden aktuell weitere, meist experimentelle
Therapieansatze untersucht. Zum Beispiel wurden selektive AntikOrper gegen einzelne
Lymphozytensubklassen (z.B. T-Zell-Antikorper, wie Anti-CD4 und Anti-CD5 oder B-Zell-
Antikorper, wie Anti-CD20 oder Anti-BLYS), gegen Rezeptoren der Zell-zu-Zell-
Interaktion (z.B. gegen Adhasionsmolekule, wie Anti-CD11a, Anti-CD54, Anti-CD40 und
Anti-LFA1), inhibieren T-Zell-Ko-Aktivatoren (Anti-CD154 und/oder CTLA4-lg) oder
gegen losliche Entzindungsmediatoren, wie Interleukin (IL)-6, IL10 oder Anti-C5 gepruft
(Tahir et Isenberg 2005, Ubersicht siehe Lahita 1999).

Weitere Daten liefert LIP394, ein Molekul, welches selektiv in Anti-dsDNS-Antikorper
produzierenden B-Lymphozyten Toleranz induziert. In den ersten Phase-Il/lll Studien
reduzierte dieses Molekul hochaffine Anti-dsDNS-Antikorper bei SLE-Patienten um ca.
30%. Dies ging gleichzeitig mit einem reduzierten Risiko fur das Auftreten eines renalen
Rezidives einher (McNeeley et al, 2001; Alarcon-Segovia et al, 2003). Obwohl in der
folgenden Phase-IlI-Studie diejenigen Patienten klinisch profitierten (signifikante
Reduktion der Rezidive von Nieren- bzw. Organbeteiligungen), bei denen effektiv Anti-
dsDNS-Autoantikorper gesenkt wurden, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe der LJP394 behandelten Patienten gegenuber der Gruppe mit

alleiniger immunosuppressiver Standardtherapie (Cardiel et al 2003).

Eine andere Moglichkeit der Immunmodulation soll in der hier prasentierten Studie
untersucht werden. Auf der Basis der Immunadharenz (IA) wurde ein neuartiges
Heteropolymer (HP) System entwickelt. Die IA bezeichnet die physiologische
Elimination diverser Pathogene aus der Blutzirkulation. Wenn ein Antigen, z.B. viral oder
bakteriell, in den Organismus eindringt, bildet dieser spezifische Antikorper, welche
daran binden. Dieser so entstandene Antigen/Antikorper-Komplex aktiviert das
Komplementsystem und bindet als so genannter Immunkomplex (IC) an
Komplementrezptoren (CR1, CD35) auf Erythrozyten. Die Erythrozyten transportieren
die gebundenen Immunkomplexe zu ortsstandigen Makrophagen in der Leber und Milz,

wo diese abgeraumt werden.



3 Material und Methoden

3.1 Studienpopulation

Nach Genehmigung dieser doppelt blind- und plazebokontrollierten Phase-I-Studie
durch die Ethikkomission der Universitatsklinik Dusseldorf wurde in der ersten Phase die
Tolerabilitat und Toxizitat einer einzigen intravendsen Medikamentenapplikation Uber
15 min an elf mannlichen, gesunden Probanden, mit einem durchschnittlichen Alter von
35 Jahren (22 — 51 Jahre), untersucht. Diese freiwilligen Probanden (Normal healthy
volunteers: NHV) wurden von der Focus GmbH/ Neuss/ Deutschland geworben. Die
ersten acht NHV wurden in zwei Gruppen mit jeweils vier Probanden aufgeteilt. In der
ersten Gruppe erhielten drei Probanden jeweils 1 mg ETI104, einem vierten wurde eine
Placebolosung verabreicht. In der zweiten Gruppe erhielten drei Probanden 5 mg
ETI104, ein vierter ebenfalls eine Placebolosung. Spater wurden drei weitere Probanden
(NHV 101-103) mit 5 mg ETI104 dosiert, um weitere Untersuchungen zur funktionellen
Aktivitat des in vivo gebundenen Medikaments durchzufuhren. Klinisch manifeste
Erkrankungen, bekannte Allergien bestanden bei diesen Probanden nicht. Ebenfalls
hatte keiner der Patienten eine Vormedikation zum Studienzeitpunkt.

3.1.2 Einschlusskriterien
¢ Alter zwischen 18 und 50 Jahren

* Body mass index (BMI) zwischen 18 und 28 kg/m_
» Systolischer Blutdruck 90-140 mmHg, diastolischer Blutdruck 60-90 mmHg
* Herzfrequenz 40-90/min

* Protokollgemalie Verhaltensweise der Probanden



3.1.3 AusschluBkriterien
* Alter unter 18 Jahren
* Kilinisch auffalliges EKG
* Kilinisch auffallige laborchemische Parameter (Blutbild, Leber-, Nierenwerte)
* Vorbekannte Allergien oder relevante allergische Reaktionen
* Einnahme verschreibungspflichtiger Medikamente innerhalb 28 Tage vor
Medikation
* Einnahme rezeptfreier Medikamente innerhalb 14 Tage vor Medikation
* Einnahme von Drogen innerhalb 30 Tage vor Medikation
* HIV-AK und/oder Hepatitis B-AK und/oder Hepatitis C-AK positiv

* Vorhergegangener Kontakt mit Mausantikkdrpern (z.B. in anderen Studien)

3.2 Patientenpopulation

Die Patientenpopulation setzte sich aus vier weiblichen und zwei mannlichen SLE-
Patienten, im Alter von 26 bis 55 Jahren (Durchschnitt 36,6 Jahre) zusammen. Alle
Patienten wiesen eine stabile Krankheitsaktivitat auf und erfillten die unten aufgefuhrten
Einschlusskriterien. Die Tabelle 8 im Anhang zeigt detaillierte klinische Daten der
einzelnen Patienten. Die sechs SLE-Patienten wurden aus der Kollagenoseambulanz
der Universitatsklinik Dusseldorf rekrutiert und betreut. Die Krankheit wurde gemalf’ den
ACR Kriterien (Tan et al 1982, modifiziert 1997) diagnostiziert, die Krankheitsaktivitat
anhand des ,Systemic Lupus activity measurement score” (SLAM) bestimmt. In der
Studie erhielten alle sechs SLE-Patienten offen 5 mg des Medikaments in einer einzigen

Injektion Uber 15 min.



3.2.1 EinschluBkriterien

Alter 18 Jahre oder alter

Beschriebener SLE

Autoantikorpertiter gegen ds-DNS Uber 25 IU/ml bestimmt in einem
Radioimmunoasssay (RIA)

Orale Kortikosteroidtherapie mit einem Prednisolonaquivalent nicht tber

10 mg/d. Keine Therapieveranderung innerhalb der letzten sechs Monate

Stabiler Krankheitsverlauf wahrend der letzten sechs Monate

Schriftliche Einverstandniserklarung

Einnahme oraler Kontrazeptiva (bei Frauen) wahrend der folgenden sechs

Monate

3.2.2 AusschluBkriterien

Alter unter 18 Jahren

SLAM score >1 eines Organs mit Ausnahme von Haut und Gelenken (falls SLAM
score stabiler Wert, auch >2)

Hinweise auf eine signifikante Nierenerkrankung definiert durch einen erhdhten
Serum-Kreatinin-Spiegel (>2,0 mg/dL)

Hinweise auf eine signifikante Lebererkrankung definiert durch erhohte GPT,
GOT, GT, AP oder gesamt Bilirubin- Werte (>200% der Normalwerte)

Leukopenie (<2500 Leukozyten/mm_) oder Neutropenie (<1000 Neutrophile/mm_
und/oder thromboembolische Komplikationen in der Anamnese

Nicht oder unzureichend behandelte Hypertonie definiert als diastolischer
Blutdruck >100 mmHg, instabile Angina pectoris oder signifikante kardiovaskulare
oder zerebrovaskulare Ereignisse (z.B. Myokardinfarkt, Schlaganfall)

Hinweise auf ein Anti-Phospholipid-Syndrom

Hinweise auf maligne Tumoren und/oder HIV-Infektion

Schwangere und/oder adipése Frauen / Manner



3.3 Studienbeschreibung

Definierte laborchemische und pharmakokinetische Parameter wurden an einem Screening-
Besuch der Probanden, sowie jeweils am Tag 0, 1, 2, 7, 14, und Tag 28 nach

Medikamenteneinnahme bestimmt:

Hamatologische Parameter:

* Differentialblutbild (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten)

Laborchemische Parameter:

¢ Albumin

¢ Alkalische Phosphatase

e Gesamtbilirubin

¢ Chlorid

* Cholesterin

e Eisen

* Eiweil} (gesamt)

¢ y-Glutamyl-Transferase (y-GT)

*  Glucose

¢ Glutamat-Oxalacetat-Transferase (GOT)
¢ Glutamat-Pyruvat-Transferase (GPT)
¢ Harnsaure

* Harnstoff

¢ Immunglobuline

e Kalzium

¢ Kreatinin

¢ Kreatinin-Phosphatkinase

¢ Laktat-Dehydrogenase (LDH)

¢ Natrium

* Triglyceride

Virusstatus
* Hepatitis B und C, HIV-Antikérpertiter



Urinanalysen:

* Bilirubin

* Blutbestandteile (Erythrozyten, Leukozyten)

* Eiweil}

* Ketonkorper

* Mikroskopische Betrachtung (wenn erforderlich)
e Nitrit

e PH-Wert

* Spezifisches Gewicht

* Uringlukose

* Urobilinogen

Andere Parameter:
* AHP-Bindung an Erythrozyten (FACS Analysen)

* AHP-Konzentration im Plasma (FACS Analysen)

* CR1 Rezeptor auf Erythrozyten (FACS Analysen)

* Anti-Ds-DNS-Autoantikérper im Plasma (RIA)

* humane Anti-Maus-Antikérper (HAMA)-Titer im Plasma

* Komplementfaktoren im Plasma (C3/C4)

Am Tag 0 wurde erstmals vor Medikamenten- bzw. Placebogabe Blut zu
pharmakokinetischen Untersuchungen und bei Patienten zur Bestimmung der Anti-
dsDNS-Autoantikorpertiter abgenommen. Zu den Zeitpunkten 15, 30, 60, 120 und 240
min nach Injektion, bzw. an den folgenden Tagen 1, 2, 7, 14 und 28 wurden Blutproben
zur Bestimmung der oben genannten Parameter entnommen.

Die Komplementfaktoren C3/C4 wurden zu den Zeitpunkten 0, 4 std und an den Tagen
1,2, 7,14 und 28 bestimmt.

Fur hamatologische und laborchemische Routineparameter wurden zu den Zeitpunkten
0, 4 std sowie an den Tagen 7 und 28 Blutproben enthommen. HAMA wurden beim
Screening und an den Tagen 14 und 28 bestimmt.

Zusatzlich wurden Urinanalysen der einzelnen Testpersonen zweimal am Tag 0 (vor
und nach Medikamenten- bzw. Placebogabe) und an den Tagen 1, 7 und 28
durchgefuhrt.



Zur Sicherheit wurden sowohl die Probanden als auch die Patienten 24 Std stationar
aufgenommen. Es wurden Blutdruck-, EKG- sowie Korpertemperatur-Kontrollen
regelmafdig durchgefuhrt. Tabelle 6 im Anhang zeigt das Studienprotokoll im Detail.

3.4 Medikamentenbeschreibung

Das Studienmedikament ETI104, ein kovalent gebundenes Polymer, bestand aus einem
monoklonalen Mausantikorper der Klasse IgGa konjugiert an ds-DNS, die aus
Lachshoden gewonnen wurde. Dieser Komplex besitzt eine Bindungsstelle fur den
menschlichen CR1, der sich u. a. auf Erythrozyten befindet. Es wurde nach den
Richtlinien der ,current Good Manufacturing Practices” (CGMP) entwickelt und geman
der ,U.S. Points to Consider” (PTC) und der Internationalen Konferenz of Harmonization
guidance getestet. ETI104 wird von der ,Goodwin Biotechnology Inc.“ (GBI), Plantation,
FL, USA, hergestellt. Die hybridisierte Zellinie fur Anti-CR1-Mausantikorper wurde von
R. Taylor/ W. Sutherland, Universitat von Virginia entwickelt.

DsDNS aus Lachshoden wurde von Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA bezogen. Die
Konjugation beider Anteile wurde in den GBI-Laboratorien durchgefihrt. Das
Medikament wurde in einer flissigen Form geliefert, in einer Endkonzentration von

1 mg/ml in Phosphate buffered saline (PBS) mit einem pH-Wert von 7,5.

3.5 Bestimmung von humanen Anti-Maus-Antikorper (HAMA)

Die Bildung der HAMA (zur Bestimmung der Immunitat gegen ETI104) wurde an den
Tagen 0, 14 und 28 mittels Radioimmunoassays (Dr. M. B. Khazaeli, University of
Alabama, Birmingham Alabama) gemessen. Eine positive HAMA-Antwort wurde
definiert als der Mittelwert von Tag 0 plus 3 Standardabweichungen (fur Probanden >52
ng/ml; fur SLE Patienten >22 ng/ml), musste aber gleichzeitig mindestens doppelt so
hoch sein wie der Wert vor Dosierung mit ETI104. HAMA- Werte >250 ng/ml wurden als
,starke” Antwort definiert.



3.6 Radioimmunoassay (RIA, Farr-Assay) zur Bestimmung von Anti-

dsDNS-Antikorpern im Serum

Ein Radioimmunoassay wurde zur quantitativen in vitro-Bestimmung der hochaffinen
Antikorper gegen doppelstrangige DNS (dsDNS) in Humanserum eingesetzt (Trinity
Biotech, Irland). Der Messbereich lag bei 0-100 1U/ml, der Normwerte war <7 |U/ml; alle
Werte wurden in Vierfach-Bestimmungen durchgefunhrt.

3.7 Bestimmung der Komplementfaktoren C3 und C4

Die Komplementfaktoren C3 und C4 wurden mittels Nephelometrie (Behring Werke AG,
Marburg, Deutschland) bestimmt. Die Normwerte lagen fur C3 bei 90-180 mg/dl, fur C4
bei 10-40 mg/dI.

3.8 Laborchemische und hamatologische Parameter

Die verschiedenen Routinewerte fur die Blutproben wurden im Institut far klinische
Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Heinrich-Heine-Universitatsklinik Dusseldorf
ermittelt (Direktor: Univ. Prof. Dr. med. Boege).

3.9 HIV- und Hepatitisserologie
Sowohl die HIV- als auch die Hepatitis-Antikorper-Titer wurden im Institut fur

medizinische Mikrobiologie und Virologie der Heinrich-Heine-Universitatsklinik
Dusseldorf bestimmt (Direktor: Univ. Prof. Dr. med. K. Pfeffer).

3.10 Verwendete Reagenzien

Tabelle 4 im Anhang zeigt eine Ubersicht (iber das verwendete Material.

3.11 Antikorper fur FACS-Analysen

Fur den Nachweis der konstanten IgG-Region von ETI104 wurde der Antikorper
ALEXA488-goat-anti-mouse-lgG (Pharmingen, Heidelberg, Germany) in einer
Konzentration von 1:200 verwendet. Der dsDNS-Anteil wurde mit PicoGreen® ebenfalls
in einer Verdunnung von 1:200 markiert. Die Anti-dsDNS-Antikorper, die an ETI104
gebunden haben, wurden mit ALEXA488-anti-human-IgG und -anti-human-IgM

(Pharmigen, Heidelberg, Germany) in einer Konzentration von 1:200 gefarbt.



Die Komplement-Rezeptoren auf Erythrozyten wurden mit ALEXA®488-7G9, in einer
Verdinnung von 1:179 nachgewiesen (freundlicherweise von R. Taylor / W. Sutherland,
University of Virginia zur Verfugung gestellt). Alle Antikbrper wurden in PBS/BSA

verdunnt.

3.12 Pharmokokinetische Assays

Die vendsen Blutproben wurden in 4 ml EDTA-R6hrchen (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany) zu den oben beschriebenen Zeitpunkten abgenommenen (siehe 3.3) und 1
ml mit 5 ml PBS/BSA zweimalig gewaschen (3000 rpm/3min). Je nach Ansatz wurden
diese zu einer 1% oder 10%igen Erythrozytenlésung verdunnt.

Zur Plasmagewinnung wurde das Vollblut 3 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand bei —20°C eingefroren.

Zur Erstellung der Standardkurven wurden alle vier Wochen Erythrozyten der
Blutgruppe 0 (0-Erys) von einem Spender gewonnen und zur Konservierung 1:2 mit
Alservers® verdunnt und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert. Hiervon wurden vor dem
Einsatz 2 ml zweimal in 10 ml PBS/BSA gewaschen. 500 pl Pellet wurde mit 4,5 ml
PBS/BSA zu einer 10%igen Erythrozytenlésung verdunnt. Fur die CR1 Standardkurve

wurden die Zellen auf 1% weiterverdinnt.

3.12.1 Nachweis von gebundenem ETI104 an Erythroztyten von Probanden und
Patieten und von Anti-dsDNS-Antikorpern an Patietenerythrozyten

Zu den definierten Zeitpunkten wurde gebundenes ETI104 an Erythrozyten mittels
FACS bestimmt. Hierfur wurde 50 pl der 1%igen Erythrozytensuspension in FACS-
Rohrchen vorgelegt. Die Zellen wurden in Doppelbestimmungen mit 100 ul PicoGreen
bzw. 50 ul Alexa®488-goat-anti-mouse (Verdiinnung siehe oben) mit den Zellen 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und danach zur Lyse der Erythrozyten 10 min mit 1:10
verdunnter Facs-Lysing-Solution behandelt (BD, HD). Als Negativkontrolle wurde statt
Antikorper 50 yl PBS/BSA verwendet (no stain). Die Zellen wurden zweimal mit 2 ml
PBS/BSA gewaschen, alle Ansatze wurden zur Konservierung mit 1 ml Cytofix (1:4
verdunnt in PBS/BSA) resuspensiert und max.

1 std bei 4°C bis zur Messung im Kuhlschrank gelagert (gilt fur alle FACS-Analysen).

Alle Messungen wurden doppelt angesetzt und einmal gemessen.



Parallel wurde zu jedem Zeitpunkt eine Standardkurve fur die Bindung von ETI104 an
Erythrozyten erstellt. Hierfur wurden 100 pl der 0-Erys mit je 10 pl der verschiedenen
ETI104-Verdinnungen (50; 25; 12,5; 6,25; 3,1; 1,6, 0,8, 0,4 ng/ul) bzw. 10 pl PBS/BSA
fur die Negativkontrolle in FACS-Rdéhrchen im Schuttelbad bei 37°C 15 min inkubiert
(Opsonierung). Nach der Opsonisierung der 0-Erys wurden die Zellen zweimal mit je 2
ml PBS/BSA gewaschen. Das Pellet wurde aufgeschuttelt und in 1 ml PBS/BSA zu einer
1%igen Erythrozytenlésung verdunnt und bei 4°C bis zur Antikdrper-Markierung im
Kuahlschrank gelagert. Fur die Markierungen (in Doppelbestimmungen) wurden die
Zellen jeweils mit 50 ul PicoGreen bzw. Alexa®488-goat-anti-mouse (Verdiinnung siehe
oben) gefarbt.

Zum Nachweis von gebundenen Anti-dsDNS-Antikorpern an Erythrozyten bei Patienten
wurden die Zellen wie oben beschrieben mit 25 pl Alexa488-goat-anti human-IgG und -
IgM gefarbt. Hierfur wurde ebenfalls eine Anti-dsDNS-AK-Standardkurve erstellt. Ein
definiertes SLE-Plasma (genannt 5149) wurde zur Erstellung der Anti-dsDNS-AK-
Standardkurve mit PBS/BSA 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 und 1:160 verdunnt. Fur die Kurve
wurden mit ETI104 gesattigte (250 ng) 0-Erys mit 50 pl der verschiedenen
Verdinnungen des Plasmas 5149 gemischt. Als Negativkontrolle wurde 50 pl eines
Kontroll-Plasmas (Proband) verwendet (1:5 in PBS/BSA verdunnt). Die Ansatze wurden
bei 37°C 15 min im Schuttelbad inkubiert und dann zweimal mit 2 ml PBS/BSA
gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS/BSA zu einer 1%igen Erythrozytenlosung
resuspensiert und mit Alexa®488-goat-anti- human-IgG und -IlgM wie oben beschrieben

gefarbt.

3.12.2 Nachweis von freiem ETI104 im Plasma von Probanden und Patienten
Freies ETI104 im Plasma der Probanden und Patienten wurde zu allen Zeitpunkten

nach Inkubation der Plasmen mit O-Erythrozyten gemessen. Jeweils 50 ul der 1%igen 0O-
Erys wurden hierfur mit 50 ul der jeweiligen Plasmen fur 15 min bei 37°C inkubiert und
dann zweimal gewaschen. Der Nachweis des konstanten Teils von ETI104 an den O-
Erythrozyten wurde mit 50 pl Alexa®488-goat-anti-mouse gefiihrt, der dsDNS Teil wurde
mit 100 pl PicoGreen gefarbt. Negativkontrollen wurden je 50 pyl PBS/BSA parallel
inkubiert.



3.12.3 Nachweis von freien Anti-dsDNS-Antikorpern im Patienten-Plasma mittels
FACS-Analysen

Anti-dsDNS-Antikorper im Plasma von Patienten wurden an ETI104 gesattigte
Erythrozyten gebunden und dann mittels Alexa®488-goat-anti-human-IgG und -IgM
gefarbt. Hierfur wurden je 50 ul des Patienten-Plasmas mit 50 ul der 250 ng ETI104
gesattigten 0-Erys inkubiert. Alle Proben wurden 30 min bei 37°C inkubiert und zweimal
mit PBS/PSA gewaschen. Die Proben wurden mit je 25 pl Alexa®488—goat-anti—human-
IgG und —IgM gefarbt, die Negativkontrolle mit je 50 pl PBS/BSA versetzt.

Alle Proben wurden bei Raumtemperatur 30 min inkubiert, zweimal gewaschen, lysiert,
mit Cytofix resuspensiert und bis zur Messung bei 4°C maximal 1 std im Kuhlschrank
gelagert.

3.12.4 Nachweis von CR1 auf Erythrozyten

Zum Nachweis der linearen Bindung von ETI104 wurde beim Screening eine CR1-
Standardkurve angesetzt. Die Erythrozyten wurden wie oben beschrieben mit
verschiedenen ETI104-Verdunnungen opsoniert, gewaschen und mit jeweils 50 pl
Alexa®7G9-Antikdrper gefarbt.

Zu den Zeitpunkten O std, 4 std, Tag 1 und Tag 7 wurde der CR1 Gehalt auf
Erythrozyten mittels FACS bestimmt. Hierfur wurden 50 pl der 1%igen Erythrozyten mit
50 pl Alexa®7G9—Antik6rper und als Negativkontrolle mit 50 yl PBS/BSA inkubiert. Die
Zellen wurden dann wie oben beschrieben weiter behandelt.

3.12.5 Nachweis von intaktem ETI104
Zur Uberpri]fung der Funktionalitat von ETI104 wurden drei weitere Probanden (101,

102 und 103) mit 5 mg ETI104 dosiert und zu den oben angegebenen Zeitpunkten
(siehe 3.3) Blutproben entnommen. Es wurden wie oben beschrieben von den
Probanden 1%ige Erythrozytensuspensionen erstellt, von denen dann 50 pl mit 50 pl
eines SLE-Standard-Plasmas (Anti-dsDNS Titer: 471 1U/ml) inkubiert wurden. Die Zellen
wurden in Doppelbestimmungen mit 100 pl PicoGreen, 50 pl Alexa®488—goat-anti—
mouse (Verdiinnung siehe oben) bzw. 25 ul Alexa®488-goat-anti-human-IgG und —IgM
gefarbt. Als Negativkontrolle wurde statt Antikorper 50 pl PBS/BSA verwendet (no stain).



Die Zellen wurden 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach zur Lyse der
Erythrozyten 10 min mit 1:10 verdunnter Facs-Lysing-Solution behandelt (BD, HD). Die
Zellen wurden zweimal mit 2 ml PBS/BSA gewaschen, alle Ansatze wurden zur
Konservierung mit 1 ml Cytofix (1:4 verdinnt in PBS/BSA) resuspensiert und max.

1 std bei 4°C bis zur Messung im Kuhlschrank gelagert. Alle Messungen wurden doppelt

angesetzt.

3.13 FACS-Analysen

Alle Proben wurden zweifach angesetzt und in einem FACS-Sort mit CellQuest 4.1 als
Software (beides Becton Dickinson) analysiert. In einem vordefinierten Erythrocyten
Gate wurden 10.000 Ereignisse gezahlt. Die Ergebnisse wurden als Geo mean
Fluoreszens (MFI)-Wert ausgewertet.

3.14 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Student-t-Test durchgefuhrt. Bei diesem
Signifikanztest wurde die Gleichheit bzw. Unterschiedlichkeit der zu vergleichenden
Gruppen an einem Parameter gemessen, und zwar an dem Erwartungswert. Deshalb
wurde der t-Test auch als parametrischer Test bezeichnet. Der Erwartungswert ist im
Ubertragenen Sinn der Mittelwert der Grundgesamtheit. Das Ergebnis des t-Test wurde
als p-Wert ausgegeben. Anhand dieses p-Werts wurde entschieden, ob beobachtete
Unterschiede statistisch signifikant sind (wenn der p-Wert kleiner ist als das zuvor
festgelegte Signifikanzniveau ) oder nicht. Als Irrtumsniveau (Signifikanzniveau) wurde
ein Wert von 0,02 zur Ablehnung der Nullhypothese definiert.

Eine Voraussetzung fur den Einsatz des t-Tests war die Annahme einer
Normalverteilung der zu betrachtenden Zielvariable.

Beim t-Test wurde die Differenz zweier Stichprobenmittelwerte dividiert durch den
Standardfehler dieser Differenz als Prufgrofe (Teststatistik) T herangezogen. Die
Division durch den Standardfehler fuhrte zu einer Normierung. Ausgehend von der
Annahme einer Normalverteilung der Zielvariable folgte t einer ahnlichen
Wahrscheinlichkeitsverteilung, namlich der t-Verteilung (Lange et all 2001).



Aufgrund des kleinen Patientenkollektivs wurde zur besseren Diskriminierung des
Signifikanzniveaus zusatzlich ein non-parametrischer Wilcoxon-Test durchgeflhrt,

welcher insgesamt die gleichen Resultate erbrachte.

Der Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben kann anstelle des t-Tests fur
verbundene Stichproben verwendet werden. Er ist ein non-parametrischer Test, der
nicht voraussetzt, dass die Messgrofe (bzw. die Differenzen) normal verteilt sind. Es
wird lediglich angenommen, dass die Differenzen stetig und symmetrisch verteilt sind.
Die Nullhypothese stimmt mit der des t-Tests flr verbundene Stichproben uberein. Die
Differenzen werden in wachsender Reihenfolge ihrer absoluten Zahlenwerte geordnet,
mit Randzahlen versehen und die Summe der Randzahlen R_ und R der Differenzen
mit gleichem Vorzeichen (positive und negative) gebildet. Differenzen mit dem Wert 0
werden bei der Randzahlenbestimmung ausgeschlossen und der Stichprobenumfang n

entsprechend verringert.



4 Ergebnisse

4.1 Sicherheitsprofil von ETI104

Um die Sicherheit des Medikamentes zu beurteilen, wurde von den gesunden
Probanden sowie von den SLE-Patienten Blut zur Bestimmung hamatologischer und
laborchemischer Parameter am Tag O (vor Medikation), 4 std nach Medikamentengabe
sowie von Tag 1 bis 28, entnommen. Aul3erdem wurden regelmafig Urinanalysen sowie
EKG- und Vitalparameterkontrollen durchgefuhrt. Einzelheiten siehe Tabelle 6 im
Anhang ,Studienubersicht®.

Anhand der zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefuhrten Blutabnahmen konnte
gezeigt werden, dass ETI104 insgesamt die untersuchten laborchemischen Parameter
nicht nachteilig beeinflusst. Insbesondere wiesen Leber- und Nierenfunktion keine
Veranderungen oder Einschrankungen auf. Auch erbrachten die Untersuchungen
keinerlei signifikante Abweichungen im Hinblick auf Leukozyten- (inklusive
Differentialblutbild) und Thrombozytenzahlen. Die Messungen der Vitalparameter
(Blutdruck, Atem- und Herzfrequenz sowie Korpertemperatur) zeigten ebenfalls keine
pathologischen Werte. Weder bei den Probanden noch bei den SLE-Patienten wurden
signifikante EKG—-Veranderungen festgestellt.

Bei den SLE-Patienten kam es nach 4 std zu einem nicht signifikanten Abfall des
Hamoglobins (Hb) (mittlerer Hb vor Medikation: 13,83 g/dl SD +/- 1,565 ; 4 std nach
Infusion: 11,88, SD +/-1,356; p 0,053). Der Abfall wurde nicht durch Hamolyse
verursacht, da es zu keinem signifikanten Abfall des Haptoglobins oder zu einem
Anstieg der Laktatdehydrogenase (LDH) kam (Werte t0: Haptoglobin 201,67; SD +/-
75,66, 4h: 173,67; SD +/- 63,31, LDH t0: 186,83; SD +/- 68,58; 4h: 153; SD +/- 62,80,
Werte beide mit p>0,05 nicht signifikant). Siehe auch Abbildungen 1a, b und c.

Die Komplementfaktoren C3 und C4 wurden zu den Zeitpunkten O std, 4 std, Tag 1
und Tag 7 bestimmt. Bei allen Probanden lagen die Werte Uber den gesamten Zeitraum
der Studie im Normbereich. Bei vier der sechs der SLE-Patienten waren die C3- und
C4-Werte vor Medikamentengabe unterhalb der Norm. Nach Gabe von ETI104 war
nach 4 std ein weiterer Abfall zu beobachten. Am ausgepragtesten war dies fur die
Patienten 01 und 05, die beide den hdchsten RIA-Wert fur Anti-dsDNS-Antikorper
aufwiesen und auch die starkste (absolute und relative) Reduktion von Anti-dsDNS-
Antikorpern zeigten.



Bei Patient 01 fiel C3 von 98 auf 63 mg/dl, C4 von 24 auf 6 mg/dl, bei Patient 05 fiel C3
von 82 auf 62 mg/dl und C4 von 11 auf 6 mg/dl.

Die durchschnittliche Reduktion von C3 aller Patienten betrug 17% (von 7% - 36%), C4
fiel um 28% (von 7% bis 75%). Dieser Abfall war jedoch nur transient und die Werte
erreichten zwischen 24 std und 48 std wieder ihren Ausgangswert (mit Ausnahme von
Patient 01, der in Tabelle 8 im Anhang ausfuhrlich dokumentiert ist). Der Unterschied
zwischen 0 std und 4 std in der Gesamtgruppe aller sechs Patienten war fur C3 mit
einem p-Wert von 0,072 statistisch nicht signifikant, fur C4 waren die Werte (p 0,043)
signifikant unterschiedlich. Einzelheiten siehe Abbildung 2a und 2b und Tabelle 8 im
Anhang. Es fand sich keinerlei klinische Manifestation zu dem beobachteten Abfall der
Komplementwerte.

Bei den Patienten zeigte sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum keine
Anderung der Krankheitsaktivitat (bestimmt durch den SLAM-Score, siehe Tabelle 8)
Zusammenfassend konnten weder bei den Probanden noch bei den Patienten wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraums schwerwiegende Nebenwirkungen (s.g. ,serious
adverse event”: SAE) durch das Medikament festgestellt werden. Es wurden insgesamt
zehn nicht bedenkliche Nebenwirkungen (s.g. ,adverse event®: AE) bei den Probanden
und elf bei den SLE-Patienten beobachtet. Hiervon wurden sechs Ereignisse als
,moglicherweise mit der Medikamentengabe in Verbindung stehend” betrachtet. Bei drei
Probanden der 5 mg-Gruppe und bei drei SLE Patienten wurde eine Reaktion im
Bereich des Kanulenpflaster festgestellt. Die Affektionen bildeten sich bei allen
Betroffenen spontan ohne Therapie nach 2-24 std wieder zurick. Systemische
Beeinflussungen waren nicht zu beobachten.

Eine Patientin wurde bei vorbekannter Meniskuslasion wahrend der Studie operiert, was
die Kriterien eines SAE erfullt.

Detaillierte Angaben Uber alle Nebenwirkungen gehen aus der Tabelle 9 im Anhang

hervor.



4.1.2 Bildung von HAMA

Die Messung der humanen Anti-Maus-Antikorper (HAMA) mittels Radioimmunoassay
(RIA) an den Tagen 0, 14 und 28 diente sowohl bei den gesunden Probanden als auch
bei den SLE-Patienten zur Erfassung der eventuell entwickelten Immunitat gegenuber
ETI104. HAMA-Werte >250 ng/ml wurden als eine ,starke“ Antwort definiert (Spertini et
al 1999). Der durchschnittiche HAMA-Wert aller Probanden zum Zeitpunkt O std betrug
21,1 ng/ml; SD+/- 10,3. Ein Wert von 52 ng/ml (21,3 + 3 Standardabweichungen) wurde
als signifikante, positive Reaktion definiert. Ein Proband, der 1 mg des Medikaments
erhielt und drei Probanden, die 5 mg erhielten, entwickelten bis zum Tag 28 eine
sleichte® HAMA-Antwort mit Werten <100 ng/ml. Einer der Probanden, dem die hohere
Medikamentendosis appliziert wurde, wies am Studienende einen HAMA-Wert von 112
ng/ml auf. Die SLE-Patienten zeigten am Tag 0 einen durchschnittlichen HAMA-Wert
von 15 ng/ml; SD: +/-2,4 ng/ml, wobei hier ein Wert von 22,1 ng/ml (15 + 3
Standardabweichungen) als signifikante, positive Reaktion definiert worden war. Vier
der sechs Patienten entwickelten eine ,leichte®* HAMA-Antwort bis zum Tag 28 (80, 77,
179, 200 ng/ml).

Sowohl die absoluten HAMA-Werte als auch die Haufigkeit der positiven Antworten in
den einzelnen Gruppen waren nicht unterschiedlich.

Im gesamten Studienverlauf entwickelten sowohl Probanden als auch Patienten keine
HAMA-Werte Uber 200 ng/ml. Gemal den Angaben der Literatur zu Anti-Maus-
Antikorpern im Menschen (Kimball et al 1995) wurden alle Werte als unbedenklich,
klinisch nicht signifikant angesehen.

Fir Einzelheiten siehe auch Tabelle 10 im Anhang.



4.2 Aktivitat und Bindung des Medikaments

4.2.1 Bindung von ETI104 in vitro an Erythrozyten von gesunden Probanden

Die Bindung von ETI104 an Erythrozyten konnte in vitro im Vollblut gesunder Spender
gezeigt werden. Nach 15 min Inkubation der Erythrozyten mit steigenden Dosierungen
(16 — 500 ng) von ETI104 wurden die Zellen fur den Nachweis der konstanten Region
des Antikdrpers mit Alexa®488-goat-anti-mouse (GAM) und fiir den Nachweis des DNS-
Anteils mit PicoGreen markiert.

Abbildungen 4a und 4b zeigen Beispiele der FACS®-Analysen eines gesunden
Probanden. Dargestellt ist die Bindung von ETI104 an Erythrozyten, ersichtlich an der
Zunahme der Fluoreszenz von PicoGreen und Alexa®488-goat-anti-mouse nach
Inkubation der Zellen mit ETI104. Wie in Abb. 4c zu erkennen, besteht eine lineare
Zunahme der Fluoreszenz mit steigender ETI104-Dosierung bis zu einer Sattigung bei
etwa 500 ng/ml (Beispiel der Messung eines Probanden, andere Probanden zeigen i.W.
die gleiche Kinetik).

Die kompetitive Bindung von ETI104 an CR1 auf Erythrozyten wurde nachgewiesen,
indem Erythrozyten in vitro mit ETI104 vorinkubiert wurden und danach CR1 mit dem
spezifischen Antikorper 7G9 (ALEXA®-markiert) gefarbt wurde. Abbildung 5 zeigt die
proportionale Abnahme der CR1-Dichte auf Erythrozyten bei steigender ETI104-
Dosierung in vitro, ausgedruckt als Geo-Mean-Fluoreszenz.

Auch in vivo konnte durch Abnahme der Fluoreszenz des spezifischen 7G9 Signals die
Bindung an CR1 gezeigt werden (Beispiel siehe Abbildung 6).

4.2.2 Bindung und Clearance von ETI104 aus dem Plasma in vivo bei gesunden

Probanden

Fir die pharmakokinetischen Daten wurde mittels FACS® die Bindung von ETI104 an
Erythrozyten gemessen

Bei allen Probanden wurde eine schnelle und effektive Bindung des Medikaments am
Erythrozyten bereits zum ersten Messzeitpunkt nach 15 min nachgewiesen, was an
einer Zunahme der Fluoreszenz von PicoGreen (Nachweis des DNS-Anteil) und GAM
(far die Nachweis der konstanten Region des AntikOrpers) zu sehen ist (Beispiel fur
Probanden siehe Abbildung 7a).



Freies ETI104 im Plasma der Probanden wurde durch Inkubation des Plasmas mit
Standarderythrozyten (Blutgruppe 0) nachgewiesen: Bei zwei Probanden, die 5 mg des
Medikaments erhielten, war bis 30 min nach Injektion eine geringe Menge von
ungebundenem ETI104 im Plasma nachweisbar (Beispiel in Bild 7b).

Abhangig von der applizierten Dosis konnte die Bindung des konstanten
Antikorperanteils von ETI104 auf den Erythrozyten 2 — 14 Tage durch GAM-Farbung
nachgewiesen werden. Nach dem 14. Tag zeigte keiner der Probanden mehr
gebundenes ETI104 an den Erythrozyten (Beispiel sieche Abb. 7a). Das PicoGreen-
Signal (Nachweis des DNS-Anteils) war deutlich kurzer als das GAM-Signal
detektierbar (siehe Abbildung 7a).

4.2.3 Bindung von ETI104 und von Anti-dsDNS-Antikorpern an Erythrozyten in vivo bei
Patienten mit SLE

Nach den Versuchen zur Bindungskinetik und -kapazitat von ETI104 an gesunden
Probanden, wurden im Folgenden Untersuchungen zur Funktionalitat, insbesondere zur
Fahigkeit der Bindung von Anti-dsDNS-Antikorpern in vivo, an SLE-Patienten
durchgefuhrt. Bei allen sechs Patienten war ebenfalls eine schnelle Bindung von ETI104
an Erythrozyten nachweisbar. Abbildungen 8 (a-f) zeigen die Bindung von ETI104
detailliert bei allen sechs SLE-Patienten. Nach 15 min war bei allen Patienten freies
Medikament im Plasma detektierbar, bei einem Patienten bis zu max. 2 std (nicht
gezeigt).

4.2.4 Bindung der Anti-dsDNS-Antikérper an Erythrozyten und Reduktion aus dem
Plasma

Parallel zur Bindung von ETI104 an Erythrozyten (s.o.) konnte eine schnelle Bindung
des Zielpathogens (hier Anti-dsDNS-Antikorper) aus dem Plasma an ETI104 bei allen
sechs Patienten gezeigt werden (siehe Abb. 8a-f).

AuRerdem wurde zu definierten Zeitpunkten (siehe Tabelle 6 im Anhang) im Plasma
mittels RIA die hochaffinen Anti-dsDNS-Autoantikdrper und durch FACS®-Analysen die
Gesamtmenge der Anti-dsDNS-Autoantikorper bestimmt.

Bei allen sechs Patienten konnte 15 min nach Medikamentengabe eine effektive
Reduktion der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikorper im Serum von durchschnittlich 55%
(43 — 62%) des Ausgangswerts dokumentiert werden (siehe Abbildung 9). Auch die
Gesamtmenge der Anti-dsDNS-Antikorper konnte nach 15 min um 65% (40- 79%)
reduziert werden (nicht gezeigt).



Bei funf von sechs Patienten wurden die niedrigsten Titer 15 min nach ETI104-Gabe
dokumentiert, bei Patient 01 nach 4 std. (Abbildung 10). Nach 1-2 std war ein Anstieg
der Anti-dsDNS-Autoantikérper zu beobachten: am Tag 1 erreichten alle sechs
Patienten durchschnittlich 81% ihres Ausgangswertes. Nach 28 Tagen war bei
insgesamt vier von sechs SLE-Patienten der RIA unter dem Ausgangswert (Pat. 1, 2, 3
und 6), bei drei von sechs war die Reduktion im Student-t-Test statistisch signifikant (p <
0,03). Patient 01 und 02 zeigten eine 18%ige Reduktion der Anti-dsDNS-Antikorper,
Patient 06 eine 10%ige Reduktion (siehe Abbildung 12). Patient 04 und 05 wiesen zum
Studienende einen nicht signifikanten Anstieg der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikorper
um 13% bzw. 7% auf. Die durchschnittliche Reduktion aller sechs Patienten betrug am
Tag 28 2% auf 98% vom Ausgangswert (zwischen 18%iger Reduktion bis zu 13%igem
Anstieg im Vergleich zu den Ausgangswerten; Abbildung 11).

4.3 In vitro Funktionalitat von ETI104

Der schnelle Abfall der PicoGreen-Fluoreszens gegenuber dem GAM-Signal (siehe
Abbildung 7a) legt einen Verlust der Aktivitat des Medikaments nahe. Um die Stabilitat
von ETI104 zu prufen, wird das Vollblut dreier weiterer Probanden zu den im Kap. 3.3
genannten Zeitpunkten entnommen, nachdem ihnen vorher 5 mg des Medikaments
appliziert wurde. Diese in vivo ETI104-gesattigten Erythrozyten werden dann in vitro mit
einem definierten SLE Plasma (RIA-Wert 507 [U/ml) inkubiert und anschlieRend mit den
Antikorpern Alexa®488-goat-anti-human-IgG und -IgM (GAH) sowie PicoGreen und
Alexa®488-goat-anti-mouse gefarbt.

Bei allen drei Patienten ist initial in den ersten 15 min ein paralleler Anstieg aller drei
Fluoreszenzen (PicoGreen, GAM und GAH) in den FACS®-Analysen zu erkennen.
Wahrend das GAM-Signal bis Tag 2 konstant und an Tag 14 noch schwach
nachweisbar ist, nimmt die Fluoreszenz des PicoGreens nach 15 min ab und ist nach 2
std nicht mehr detektierbar. Das GAH-Signal liegt von der Kinetik dazwischen: wahrend
es nach 60 min abgeschwacht ist, erreicht es bei zwei der drei Probanden nach 4 std
und bei einem Probanden am Tag 1 den Ausgangswert (ein Beispiel ist in Abb. 12

gezeigt).
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Abbildungen 1a,b und c: Werte von Hamoglobin (bis 24h), Laktatdehydrogenase (LDH) und Haptoglobin zum
Zeitpunkt t0 (vor Medikamentengabe) und 4h nach Medikamentenapplikation der sechs SLE-Patienten.

30 -
25 120
2 15 S 80
< 10 (S
o o 60
0 O 40
20 +
o an 24n Oh 4h 24h
—e—pat 1 pat 2 pat 3 —e—pat 1 pat 2 pat 3
pat4d —x—pat5 —e—pat6 pat4 —x—pat5 —e—pat6

Abbildungen 2a und b: Komplementfaktoren C3 und C4 der sechs SLE-Patienten zu den Zeitpunkten t0, 4h und
24h nach Medikamentenapplikation.
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Abbildung 3: Werte der SLAM-Scores der sechs SLE-Patienten vor Medikamentenapplikation am Tag 0 und am
Tag 28.
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Abbildungen 4a und b: Beispiel der FACS®-Analysen mit PicoGreen zur Markierung des DNS-Anteils (linkes
Histogramm) und mit Alexa-goat-anti-mouse zum Nachweis der konstanten IgG Region von ETI104 (rechts). Das
gepunktete Histogramm zeigt jeweils die Messung ohne Zugabe von ETI104, das durchgehende Histogramm die
Messung mit 500 ng ETI104.
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Abbildung 4c: Darstellung der proportionalen Bindung von ETI104 an den Erythrozyten (gefarbt mit PicoGreen und
AIexa®-goat—anti-mouse) mit steigender Medikamentendosierung (0 — 500 ng).
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Abbildung 5: Dargestellt ist die kompetitive Bindung von ETI104 an CR1 auf Erythrozyten, indem die Erythrozyten in
vitro mit verschiedenen ETI104-Konzentrationen (0 — 500 ng) inkubiert wurden.
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Abbildung 6: Darstellung der kompetitiven Bindung von ETI104 zu verschiedenen Zeitpunkten an CR1 auf
Erythrozyten in vivo mit 5 mg ETI104 und Markierung von CR1 mit Alexa-7G9. Die PBS-Kurve dient als Negativ-
Kontrolle.
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Abbildung 7a: Dargestellt ist die Bindung von ETI104 (nach 5 mg Injektion) in vivo an Erythrozyten im Vollblut eines
Probanden. Die Bindung von ETI104 an den Erythrozyten 15 min nach Medikamentenapplikation wird durch die
Zunahme der Fluoreszenzen von PicoGreen und AIexa®-goat-anti-mouse (GAM) nachgewiesen. Als Kontrolle dienen
Zellen, welche mit PBS inkubiert wurden.
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Abbildung 7b: Nachweis von freiem ETI104 im Plasma eines Probanden durch Inkubation des Plasmas mit
Standarderythrozyten der Blutgruppe 0 und anschlieRender Farbung mit PicoGreen und Alexa®-goat—anti-mouse
zum Nachweis von gebundenem ETI104. Das Beispiel zeigt freie Medikation nach 15 min bis 30 min im Plasma
eines mit 5 mg ETI104 dosierten Probanden.
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Abbildungen 8 a-f: Bindung von ETI104 in vivo an den Erythrozyten der SLE-Patienten in den ersten 4 std. Inkubation
der Erythrozyten mit Alexa® -goat- antl mouse (Markierung der Mauskomponente) und PicoGreen (Markierung des
DNS-Anteils). Der Antikérper Alexa® -goat-anti-human dient zum Nachweis der gebundenen Anti-dsDNS-Antikorper.
Alle Patienten erhielten 5 mg. Dargestellt ist die prozentuale Bindung, wobei 100% die maximal gemessene

Fluoreszens ist. Alle FACS -Analysen wurden in Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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Abbildung 9: Reduktion der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikorper (in 1U/ml), bestimmt durch einen Radioimmunoassay
(RIA) zum Zeitpunkt t0 und 15 min nach Applikation von ETI104. Alle sechs SLE-Patienten zeigten eine signifikante
Reduktion der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikérper von 43 — 62%. Die Ausgangswerte des RIAs stehen fir die
einzelnen Patienten in Klammern, die mittlere Reduktion lag bei 54%. Alle RIA-Messungen wurden vierfach
bestimmt.
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Abbildung 10a: Darstellung der prozentualen Reduktion der gesamten Anti-dsDNS-Antikdrperwerte aller sechs
Patienten (FACS-Analysen) gemessen zu den Zeitpunkten 15, 30, 60, 120 und 240 min nach
Medikamentenapplikation. Bei fiinf von sechs Patienten stiegen die Antikérpertiter nach 30 min wieder an. Nach 4
std war eine Reduktion der gesamten Anti-dsDNS-Antikérper von 11-71% zu sehen. Die Werte in Klammern geben
die Ausgangsantikorpertiter im RIA wieder.
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Abbildung 10b: Darstellung der Reduktion der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikorper aller sechs SLE-Patienten im
Verlauf (RIA), gemessen zu den Zeitpunkten 15, 30, 60, 120 und 240 min nach Medikamentenapplikation. Bei
5/6 Patienten stiegen die Titer bereits nach 30min wieder an. Nach 4std war eine Reduktion der hochaffinen
Anti-dsDNS-Antikdrper von 15-62% zu sehen. Die Werte in Klammern zeigen den initialen Antikorpertiter,
gemessen im RIA.
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Abbildung 11: Darstellung der prozentualen Reduktion der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikérper (RIA) am Tag 28
bezogen auf den Ausgangswert der SLE-Patienten 1-6. Die RIA-Werte der Patienten 1 und 2 sind am Tag 28
nach ETI104 Applikation um 18% reduziert; Patient 6 weist eine 10% Reduktion. Bei den Patienten 4 und 5 ist
ein nicht signifikanter Anstieg der hochaffinen Anti-dsDNS-Antikérper am Studienende zu verzeichnen (7 bzw.
13% des RIA-Ausgangswertes).
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Abbildung 12: Funktionalitédt von ETI104: Das Vollblut dreier weiterer Probanden wird nach Gabe von ETI104 mit
hochtitrigem Patientenplasma inkubiert und anschliefend mit den Antikdrpern Alexa488'goat-anti-human-IgG und -
IgM (zum Nachweis von gebundenem Anti-dsDNS) sowie PicoGreen und Alexa488'goat-anti-mouse (zum
Nachweis von ETI104) gefarbt.
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Abbildung 13: Plasma eines SLE Patienten wurde zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen und mit ETI104
gesattigten Spender-Erythrozyten inkubiert. Die Bindung von IgG- und IgM-Anti-dsDNS-Antikérpern aus dem
Plasma wurde separat und zusammen im FACS gemessen. Der Wiederanstieg der Gesamt-dsDNS-Antikorper-
Menge zum Zeitpunkt t 4 std beruht auf einem Anstieg beider Subtypen IgG und IgM.



5 Diskussion

Primares Ziel dieser Studie war die Elimination von Anti-dsDNS-Antikdrpern aus der
menschlichen Blutbahn. Damit sollte durch eine intravendse Einmalapplikation von
ETI104 erstmalig das Wirkprinzip der neuen Heteropolymer Technologie im
Menschen bewiesen werden, das theoretisch in den folgenden Schritten ablauft:

1. Bindung des Immunkonjugats an den menschlichen Komplement-Rezeptor 1
(CR1) auf Erythrozyten.

2. Bindung des Pathogens (hier Anti-dsDNS-Antikorper) an das Immunkonjugat.

3. Konsekutive Senkung des Pathogens/Antikorper-Spiegels im Serum.

4. Nachfolgend wird der Immunkonjugat/Antikorperkomplex auf dem Erythrozyten in
das retikulo-endotheliale System gebracht, um dort abgebaut zu werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten wir die Punkte 1-3 des Wirkmechanismus belegen:
bei allen Probanden und Patienten konnten wir eine schnelle und effektive Bindung
von ETI104 an CR1 auf Erythrozyten dokumentieren (Punkt 1), die weder CR1- noch
dosisabhangig war. Dies fuhrte bei den SLE-Patienten aulerdem zu einer Bindung
von Anti-dsDNS-Antikorpern an den DNS-Anteil von ETI104 (Punkt 2), was eine
signifikante Reduktion sowohl des gesamten Anti-dsDNS-AntikOrpertiters (bestimmt
durch FACS®-Analysen), als auch der hochaffinen Antikérper (bestimmt durch einen
Radioimmunoassay) im Patientenserum zur Folge hatte (Punkt 3). Damit konnten wir
das Wirkprinzip der AHP-Technologie erstmalig im Menschen bestatigen.

Im Rahmen unserer in vivo Untersuchungen am Menschen war es uns nicht moglich
zu zeigen, dass der Immunkomplex in die Leber transportiert wird und die Antikdrper
dort von der Oberflache der Erythrozyten geklart werden. Hierfur hatte man die
Erythrozyten radioaktiv markieren mussen. Dieser Teil des Wirkprinzips wurde

allerdings schon von Taylor et al in den Affen-Modellen belegt (Taylor et al, 2001).

Die schnelle Reduktion der Anti-dsDNS-Antikorper im Serum nach 15 min war jedoch
nur transient. Bei einigen Patienten war bereits wahrend der ersten 4 std nach der
Gabe von ETI104 ein leichter Wiederanstieg zu verzeichnen. Fur diese Beobachtung

kann man drei mogliche Erklarungen diskutieren:



1) Der Wiederanstieg der Anti-dsDNS-Antikorper beruht auf einer Neusynthese.

2) In extravaskularen Kompartimenten befindliche Anti-dsDNS-Antikorper diffundieren
in das Blutsystem zurtck.

3) Die kovalente Bindung zwischen dem dsDNS-Anteil von ETI104 und dem Anti-
dsDNS-Antikorper ist moglicherweise instabil. Daraus resultiert eine
Wiederfreisetzung des Anti-dsDNS-Antikorper vom DNS-Anteil noch vor Clearance
durch die Leberpassage.

Gegen eine Neusynthese von Antikorpern durch B-Lymphozyten sprechen
verschiedene Literaturdaten zur Antikorperproduktion durch B-Zellen. Diese korrelieren
nicht mit den Ergebnissen unserer Studie. Verschiedene Experimente zur Aktivierung
von B-Zellen zeigen eine Expression der ,fruhen® Aktivationsgene c-myc und egr-1
wahrend der Antigen spezifischen T-Zell-/B-Zell-Interaktion erst 6-8 std nach Zugabe
eines monovalenten Antigens (Harriman et all 1993). Diese Zeitangabe wird durch eine
in vivo-Studie Uber Lymphozytenpopulationen in der Milz bestatigt, in der B-Gedachnis-
Zellen zur Neusynthese von IgM bei der Sekundarantwort ca. 4-6 Tage benotigen
(Kelsoe 1993). Diese Daten stimmen mit den Angaben von Janeway et al Uberein
(Janeway et al 1997). Eine Neusynthese von Anti-dsDNS-Antikorpern ist somit als
Ursache fur den Wiederanstieg des Titers nach bereits 30 min bei den Patienten 02 bis
06 nicht naheliegend.

Eine durchaus wunschenswerte Diffusion der Anti-dsDNS-Antikdrper aus extravasalen
Kompartimenten in das Blutsystem wird durch die Ergebnisse an den Patienten 01, 05
und 06 gestutzt. Bei diesen drei Patienten geht die Reduktion der hochaffinen Anti-
dsDNS-Antikorper (gemessen mittles RIA) nicht mit der Reduktion der Gesamtmenge
der Anti-dsDNS-Antikorper (gemessen mittels FACS®) einher. Bei dem Patient 01
beobachtete man zwischen 15 min und 4 std nach Injektion eine weitere Reduktion der
hochaffinen Antikorper, wobei der Titer der gesamten Anti-dsDNS-Antikorper uber den
gleichen Zeitraum anstieg. Bei Patient 05 bleib der Titer der hochaffinen Antikorper im
Wesentlichen konstant, wahrend die niedrigaffinen (Gesamt)-Antikorper bereits nach 15
min deutlich anstiegen. Patient 06 wiederum zeigte nach 4 std eine starkere Reduktion
der gesamten Anti-dsDNS-Antikorper als der hochaffinen Antikorper.



Diese unterschiedlichen Relationen in der Qualitat des Antikorper-Anstiegs konnte bei
den drei Patienten fur eine Umverteilung aus dem Gewebe in das Blutsystem sprechen,
da sich praferenziell die hochaffinen Autoantikdrper im Gewebe anreichern, und die
niedrigaffinen schneller in die Blutbahn rediffundieren wirden. Allerdings zeigten
verschiedene Studien zur Antikorperregulation am Tiermodell, dass sich nach
intravendser Applikation ca. 50% der IgG- und ca. 20% der IgM-AntikGrper in
extravasalen Raum anreichern (Bystryn et al 1970). Diese Daten sprechen eher gegen
die Umverteilung der Antikorper aus dem interstitiellen Raum: man wurde bei den
Patienten einen praferierten IgG Anstieg im Plasma vermuten. Eigene Untersuchungen
an drei SLE-Patienten zeigten, dass sich der IgG/IgM Ratio im Plasma bei dem Wieder-
Anstieg nicht veranderte (siehe Abb. 13).

Des Weiteren wird in der Literatur ein Zeitraum von 2-5 Tagen fur den Wiederanstieg
von Immunglobulinen nach anderen Verfahren zur Senkung von AntikOrpern angegeben
(Bystryn et al 1970, Derksen 1984, Charlton 1985, Gaubitz et al 2003). Auch dies spricht
gegen eine Umverteilung, da bei den Patienten schon 15 min nach i.v. Applikation ein
Titeranstieg der Anti-dsDNS-Antikorper im Plasma zu sehen war.

Die Zeitspanne von 15 min ist demnach fur eine Umverteilung erheblich zu kurz.

Fur einen instabilen ETI104-Antikorper-Komplexes sprechen die zu verschiedenen
Zeitpunkten nachlassenden Fluoreszenzen, mit denen die unterschiedlichen Regionen
des Medikaments detektiert wurden.

Die Intensitat des mit PicoGreen gefarbten DNS-Anteils des Medikaments nahm
innerhalb der ersten 4 std nach Medikamentengabe sowohl bei Probanden als auch bei
vier der sechs Patienten stark ab. Im Gegensatz hierzu blieb die mit Alexa488-goat-anti-
mouse gefarbte konstante Region noch bis zu zwei Wochen nach der Injektion
nachweisbar. AuRerdem war eine Korrelation des PicoGreen Signals (DNS-Teil) zu der
Fluoreszenz der mit Alexa488-goat-anti-human gefarbten Anti-dsDNS-AntikGrper am
Immunkonjugat zu beobachten. Dies war bei vier von sechs Patienten zu dokumentieren
und spricht fur eine Losung des DNS-Anteils von ETI104 und zusatzlicher Freigabe der
Anti-dsDNS-Antikorper. Eine mogliche Erklarung hierfur ware eine enzymatische
Spaltung in vivo durch endogene Serum-DNAsen, die die Bindung zwischen einzelnen
Nukleotiden aufspalten und somit zum Abbau von Nukleinsauren imstande sind.



Des Weiteren konnten aus dem Serum von SLE-Patienten zwei verschiedene Typen
von 1gG Anti-dsDNS-Antikorpern mit DNS-hydrolytischer Aktivitat nachgewiesen
werden, die sich von der normaler Serum-DNAsen unterschied. Diese spezifischen
DNAsen zeigten zudem andere Eigenschaften im pH-Optimum und
Temperaturresistenzen (Nevzorova, 2003), die zu einem vereinfachten Abbau von
Nukleinsauren am DNS-Teil des Medikaments fuhren kdonnte. Korrespondierend zu
dieser Annahme eines in vivo aktiven Enzyms sind die in vitro Daten Uber AHP des
Herstellers, die bisher keinen Hinweis auf eine Instabilitat des Antikorper/Antigen-
Konstruktes lieferten (Originaldaten des Herstellers nicht gezeigt).

Einschrankend zu dieser Erklarung bleibt festzustellen, dass es bei Patient 02 und 03

keine Korrelation der Fluoreszenzen von PicoGreen und goat-anti-human gab.

Ein weiteres Argument fur die Instabilitat des Konstruktes liefern die
Zusatzuntersuchungen an den Probanden 101-103. Bei den Probanden 101 und 102 ist
nach einem initialen Anstieg des PicoGreen Signals (Markierung des dsDNS-Teils) in
vivo unmittelbar nach der Gabe von ETI104 bereits nach 120 min der Ausgangswert
wieder erreicht. Bei Proband 103 schwacht die PicoGreen Fluoreszenz schon nach 30
min wieder stark auf den Ausgangswert ab. Parallel hierzu nimmt die Bindungskapazitat
in vitro von ETI104 auf den Erythrozyten ab. Dies zeigen die Versuche nach Inkubation
der Probandenerythrozyten mit einem hochtitrigen Anti-dsDNS-Antikorperserum, wo
sich eine Korrelation der goat-anti-human Fluoreszenz und des PicoGreen Signals zeigt
(siehe Abbildung 12). Dies lasst ebenfalls auf eine Inaktivierung des Medikaments
schlieen, das nach Verlust des DNS-Teils (durch DNAse im Plasma) nicht mehr in der
Lage ist den Anti-dsDNS-Antikorper zu binden.

Zusammenfassend sprechen unsere Daten fur eine Instabilitat der kovalenten Bindung
des Immunkonjugats, von dem nach 4 std nur noch die konstante Region am
Komplement-1-Rezeptor bindet, das den DNS-Anteil verloren hat und somit auch den
Anti-dsDNS-Antikorper aus der Bindung freigibt. Der freie Immunkomplex bestehend
aus dem DNS-Teil des Medikaments und einem Anti-dsDNS-Antikorper konnte eine
Komplementaktivierung induzieren. Diese Vermutung wird durch den Komplementabfall

von C3 und C4 innerhalb der ersten 4 std nach Applikation von ETI104 bestatigt.



Trotz der Annahme eines instabilen Anti-dsDNS-Antikorper-ET1104-Komplexes mit initial
schnellem Wiederanstieg der Antikorper-Titer im Serum, fand sich zum Studienende
nach 28 Tagen bei drei von sechs Patienten eine signifikante Reduktion der Anti-
dsDNS-Antikorper (siehe Abb. 11). Einen signifikanten Anstieg Uber das
Ausgangsniveau, eine Beobachtung wie sie nach Therapie mittels Immunadsorption
z.B. gemacht wurde (Terman 1978, fur Review siehe Dau 1995), fand sich bei keinem
Patienten.

Eine Schlusselrolle bei dem Wirkprinzip der Heteropolymer basierten Technologie und
von ETI104 stellt die Dichte des Komplement-1-Rezeptors auf Erythrozyten dar, da
hieruber die Bindung von ETI104 an die Erythrozyten vermittelt wird. Da SLE-Patienten
einen niedrigeren CR1-Gehalt auf Erythrozyten haben als gesunde Probanden (400-500
flu vs. 700 flU; Jouvin et al 1986; Yen et al 1989) stellte sich die Frage, ob die
untersuchte Technologie bei Patienten mit SLE effektiv funktionieren wurde. Auch unser
Patientenkollektiv wies gegenliber den gesunden Probanden signifikant erniedrigte
CR1-Werte auf, die Variation des CR1-Gehalts war au3erdem erheblich (27 bis 1381
flU, Mittlewert 556 +/- 365 fur gesunde Probanden und 153 +/- 133 fur Patienten; p
<0,05). Ein erniedrigter CR1-Gehalt kompromitiert theoretisch die Mdglichkeit ETI104
zu binden und Antikorper zu eliminieren. Unsere Daten belegen allerdings, dass die
AHP-Technologie trotz eines reduzierten CR1-Gehalts bei Patienten anwendbar ist:
trotz stark differenter CR1-Werte bei Patient 01 und 05 (372 vs. 27) zeigten beide eine
ahnliche Bindungskapazitat fur ETI104 und waren beide in der Lage ahnlich hohe
Antikorpertiter effektiv zu senken. Bei Patient 01 beobachtete man zum Zeitpunkt 15 min
einen Ruckgang auf 53% des Ausgangswertes (306 IU/ml), was bei einem
vorausgesetzten Blutvolumen von 5 | einem errechneten Gesamtrickgang um 808.250
IU/5I entsprechen wirde. Bei Patient 05 beobachtete man sogar eine Reduktion auf
58% des Ausgangswerts (484 |U/ml) und einer Gesamtreduktion (ebenfalls einem
Blutvolumen von 5 | vorausgesetzt) um 1.383.600 |U/51. Auch der Gesamt-Anti-dsDNS-
Antikorpertiter wurde bei beiden Patienten in ahnlichem Ausmaly (66% bzw. 68%)
gesenkt. Dieser Vergleich zeigt, dass trotz erniedrigtem CR1-Gehalt auf Erythrozyten

bei SLE Patienten die Heteropolymer Technologie anwendbar ware.



Neben der Reduktion von Anti-dsDNS-Antikdrpern, sollte durch diese Studie die
Vertraglichkeit einer intravendsen Einmalapplikation an gesunden Probanden sowie
Patienten mit SLE untersucht werden. Zusammenfassend konnten keine ernsthaften
Medikamenten-Assoziierten Komplikationen festgestellt werden, welche der Definition
eines so genannten ,serious advers event® (SAE) entsprach.

Im Wesentlichen wurden drei Nebenwirkungen in dem 28tagigen Beobachtungszeitraum
dokumentiert: Die erste war ein lokal begrenztes Hauterythem im Bereich des Pflasters
an der Venenverweilkanule bei drei der elf mit Verum dosierten Individuen, welche
moglicherweise mit der Studienmedikation in Zusammenhang stand. Diese Reaktion
verursachte keine Symptome und bildete sich ohne spezifische Therapie nach
spatestens 48 std zurlck. Von der Anwendung anderer Antikorper (z.B. Anti-TNF_ oder
Anti-IL1_ bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis) ist bekannt, dass lokale
Hautreaktionen an der Injektionsstelle zu den haufigsten Nebenwirkungen Uberhaupt
gehoren und je nach Substanz und Studie bis zu 30% angegeben werden. In einer
Studie mit unterschiedlichen Medikamentendosierungen eines Anti-IL1_, fihrten die an
der Injektionsstelle auftretenden Hauterytheme (7% bei 1.0 mg/kg Dosierung und 10%
bei 2.0 mg/kg Dosierung von Anakinra) sogar zu einem vorzeitigen Studienabbruch bei
den hoher dosierten Patientengruppen (Cohen et al, 2002). Eine erst kurzlich
durchgefihrte Studie berichtete Uber eine Erythema multiforme ahnliche Hautreaktion,
die sich nach der sechsten Applikation des neuen TNF_-Inhibitor Adalimumab nicht nur
entlang der Injektionsstelle ausbreitete, sondern auch an der dorsalen und palmaren
Handflache. Das Absetzen des Medikaments fuhrte zu einem schnellen Rickgang des
Hauterythems (Beuthien, 2005).

Des Weiteren klagten drei der Probanden sowie zwei SLE-Patienten wahrend der
Studie Uber leichte Kopfschmerzen. Da allerdings nur zwei Ereignisse (Proband 02 und
07) wahrend der ersten 24 std nach der Dosierung auftraten, wurde dies nicht mit der
Medikamentengabe in Verbindung gebracht.

Ein nicht signifikanter Abfall des Gesamthamoglobins und der Komplementfaktoren C3
und C4 wurde 4 std nach der Applikation von ETI104 bei allen SLE-Patienten
beobachtet. Der parallele Abfall beider Parameter kdonnte als Ausdruck einer durch
Bindung des Anti-CR1-Antikorpers an den Erythrozyten vermittelten Hamolyse mit

Komplementaktivierung interpretiert werden.



Dagegen spricht allerdings, dass es zu keiner Anderung der Hamolyseparameter
(normale LDH- und Haptoglobin-Werte) kam.

Der transiente Hamoglobin-Abfall konnte unseres Erachtens vielmehr Ausdruck der
Immunkomplex-Clearance in der Leber sein, da die mit Antikdrpern beladenen
Erythrozyten wahrend der Passage durch die Leber nicht in die Messung des
Gesamthamoglobins eingehen. Zusatzliche Hinweise gibt es auch in friheren Studien
an Primaten, wo ebenfalls ein voribergehender Hamoglobin-Abfall beobachtet wurde
(Taylor et al, 2001). Letztendlich ist jedoch eine klare Aussage Uber die Leberpassage
nur mit radioaktiv markierten Erythrozyten zu machen.

Als Grund fur den Hamoglobin-Abfall ware auf3erdem ein transienter Verdunnungseffekt
durch die Blutentnahmen (ca. 120 ml in den ersten 4 h) und/oder durch eine
Flussigkeitsaufnahme (Individuen waren nach Dosierung nicht mehr nuchtern) denkbar.
Um diesen transienten Hamoglobin-Abfall in nachfolgenden Studien weitgehend
ausschlieRen zu konnen, sollten die Studienteilnehmer innerhalb der ersten Stunden
nach Medikamentenapplikation nuchtern bleiben.

Sowohl bei den Probanden, als auch bei den SLE-Patienten wurde die Bildung von
spezifischen Antikorpern gegen ETI104 (HAMA) beobachtet. Die HOhe und die Intensitat
der Antikdrperantwort hing von der applizierten Menge von ETI104 ab, wobei die Werte
in etwa denen aus Studien mit anderen nicht humanisierten AntikGrpern entsprechen
durften. In einer kurzlich durchgefuhrten Phase-l/lI-Studie, die Rituximab als eine
zusatzliche Therapieoption bei SLE-Patienten zur Senkung der B-Zellaktivitat
untersuchte, war bei sechs von siebzehn Patienten eine spezifische Antikorperantwort
von >/= 100 ng/ml gegen das applizierte Medikament festzustellen (Looney et al, 2004).
Ein genauer Vergleich der Werte ist allerdings nicht moglich, da es kein standardisiertes
oder kommerzielles Verfahren zur Bestimmung von HAMA gibt und unser Test lediglich
fur den Nachweis von Autoantikorpern gegen ETI104 etabliert wurde.

Trotz der als gering eingeschatzten Antikorperantwort ist die Anwendung der aktuellen
Version des Medikaments limitiert, da nach mehrmaliger Applikation eine starkere
Immunantwort auftreten konnte. Aus diesem Grunde wurde ein humanisierter CR1-
Antikorper entwickelt (ETI201).



Ein so deimmunisierter Antikdrper kdnnte ohne Bedenken mehrfach appliziert werden,
um im Rahmen von Dosis-Findungsstudien die effektivste Dosierung mit der hochsten
Antikorperbindungskapazitat zu etablieren. Unsere Studie zeigte, dass eine hohere
Dosierung von ETI104 zwar moglich ist, diese jedoch keine effektivere Anti-dsDNS-
Antikorperreduktion erzielte (1 mg vs 5 mg).

Wie oben bei den Ausfuhrungen uber das Sicherheitsprofil beschrieben, beeinflusste die
Einmal-Applikation von ETI104 die klinische Situation der Patienten nicht negativ.
Ebenso wenig war ein klinischer Benefit zu erwarten bzw. antizipiert, da nur klinisch
stabile, inaktive Patienten in die Studie eingeschlossen wurden. Da die Rolle der Anti-
dsDNS-Antikorper bei der Entstehung des SLE kontrovers diskutiert wird, stellt sich
generell die Frage, ob eine alleinige Senkung des AntikOrpertiters bei Patienten mit
einer aktiven Erkrankung, z.B. durch wiederholte Gabe von ETI104, eine klinische
Verbesserung bei SLE-Patienten erbringen wurde. Verschiedene Daten zeigen eine
Korrelation zwischen der Hohe der Anti-dsDNS-Antikorpertiter und dem Auftreten von
Nierenbeteilung bei Patienten mit SLE (Alba et al, 2003). Demnach haben Patienten mit
erhohten Antikorpertitern ein groReres Risiko an einer Lupusnephritis zu erkranken.
Untersuchungen, die verschiedene Antikorperisotypen differenzierten, stellten einen
signifikanten Zusammenhang des 1gG Isotyps und dem Auftreten von Lupusnephritis,
sowie des IgM Isotyps und der kutanen Manifestationsform des Lupus dar (Forger et al,
2004). Eine weitere Studie zur Pathogenese des SLE zeigte, dass die Ablagerung von
Immunkomplexen nicht nur eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der
Lupusnephritis spielt. Durch Entnahme von Hautbiopsien bei 45 SLE-Patienten und
anschliefender Farbung von nukleosomalen Antigenen stellte man eine
Immunkomplexablagerung entlang der epidermalen Basalmembran fest (Grootscholten
et al, 2003). Diese Erkenntnisse lassen darauf schliel3en, dass eine Senkung der Anti-
dsDNS-Antikorper eine sinnvolle Therapieoption darstellt, die nicht nur den
Krankheitsprogress verhindert, sondern daruber hinaus auch die bestehenden
Krankheitssymptome mindern konnte.



Eine Studie zu LJP394, ein Molekul, welches selektiv in Anti-dsDNS-Antikorper
produzierenden B-Lymphozyten Toleranz induziert, zeigt einen direkten Zusammenhang
von Anti-dsDNS-Antikorpertitern bei SLE-Patienten und dem Auftreten eines renalen
Rezidives. Eine 50%ige Senkung der Anti-dsDNS-Antikorperspiegel bei Patienten mit
SLE ging sowohl mit einem 52 bis 53%igen reduzierten Risiko fur das Auftreten eines
renalen Rezidives einher, als auch mit einem Anstieg des Komplementfaktors C3 (Linnik
et al, 2005). Eine weitere erst kurzlich veroffentlichte Studie unterstutzt ebenfalls die
Annahme, dass eine alleinige Antikorpertitersenkung in SLE-Patienten eine sinnvolle
Therapieoption darstellt, da auch hier die Inzidenz fur Nierenbeteiligung signifikant
rucklaufig war (Cardiel M.H. et al, 2005). Weitere Daten zeigen eine signifikante
Verbesserung der Lebensqualitat (emotionale, soziale und koérperliche Faktoren
einbezogen) bei SLE-Patienten, die Uber einen Zeitraum von 76 Wochen mit 100 mg
bzw. 50 mg LJP394 behandelt wurden gegenuber der Kontrollgruppe, die Placebo
erhielt (Strand et al, 2003). Auch hier wurde bei dem mit LJP394 behandelten

Patientenkollektiv ein selteneres Auftreten von Nierenbeteiligung festgestellt.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass mit dem neuen Wirkprinzip der
Heteropolymer Technologie im Menschen effektiv Anti-dsDNS-Antikorper gesenkt
werden konnen und das Medikament sicher eingesetzt werden kann. Auf der Basis
unserer Daten scheint die Weiterentwicklung von ETI104 zu einem Medikament zur

Behandlung des SLE mdglich und sinnvoll.



6 Zusammenfassung

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine Autoimmunerkrankung unklarer
Atiologie, die durch das Auftreten verschiedener Autoantikdrper charakterisiert ist. Eine
besondere Rolle bei der Pathogenese spielen hochaffine Anti-dsDNS-Antikorper,
moglicherweise durch die Entstehung und Ablagerung von Immunkomplexen.

ETI104 ist ein kovalent gebundenes Heteropolymer bestehend aus einem
monoklonalem Antikorper, der spezifisch an CR1 auf Erythrozyten bindet und einem
DNS-Anteil, der die im Blut zirkulierenden Anti-dsDNS-Antikorper bindet.

In vorausgegangenen Tiermodellen wurde die Vertraglichkeit von ETI104 gezeigt und
infundierte Anti-dsDNS-Antikorper gesenkt.

Ziele
Ziel dieser Studie war es, die Vertraglichkeit von ETI104 am Menschen zu untersuchen.
Parallel sollte das Wirkprinzip der Heteropolymer Technologie im Menschen etabliert

werden.

Methoden

Eine einmalige Dosis von 1 mg bzw. 5 mg ETI104 wurde zunachst sechs Probanden
und dann sechs Patienten mit SLE (alle 5 mg) verabreicht.

Sowohl gebundenes ETI104 auf den Erythrozyten als auch freies ETI104 im Plasma
wurden durch FACS®-Analysen nachgewiesen. Die Bindung der Anti-dsDNS-Antikérper
an die Erythrozyten wurde mit spezifischem IgG- und IgM-Antikorpern erfal3t. Die
hochaffinen Anti-dsDNS-Antikorper im Serum wurden mittels Radioimmunoassay (RIA)

bestimmt.

Ergebnisse

Weder Probanden noch Patienten zeigten schwerwiegende
Medikamentenunvertraglichkeit. Es fanden sich keine negativen Auswirkungen auf
laborchemische Parameter, ETI104 verursachte keine signifikante Hamolyse, die
Bestimmungen der Vitalparameter erbrachten keinerlei Sicherheitsbedenken. Insgesamt
traten zehn nicht bedenkliche Nebenwirkungen auf, von denen sechs maoglicherweise in

Zusammenhang mit der Medikamentenapplikation standen.



Bei einigen Patienten war ein vorubergehender Abfall der Komplementfaktoren C3 und
C4 zu verzeichnen, was sich klinisch nicht auswirkte. Uber den gesamten
Studienzeitraum zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des SLAM-Scores.

Bei allen Patienten konnte eine schnelle und effektive Bindung von ETI104 zum ersten
Messzeitpunkt 15 min nach Applikation nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde eine
schnelle Bindung von Anti-dsDNS-Antikorpern der Patienten an den Erythrozyten
festgestellt. Eine Reduktion der Anti-dsDNS-Antikorpertiter im Plasma wurde mit einem
maximalen Abfall nach 15 min bei funf Patienten und nach 4 std bei einem Patienten
erreicht; die mittlere Antikorperreduktion nach 15 min lag bei 55% (43%-62%). Nach 24
std war bei allen Patienten ein Antikorperwiederanstieg zu verzeichnen. Am Tag 28
nach Medikamentengabe war bei drei Patienten eine signifikante Reduktion
festzustellen.

SchluRfolgerung

In dieser Studie wurde erstmalig das neue Wirkprinzip der Heteropolymer- Technologie
(HP) unter Beweis gestellt: ETI104 konnte ohne Sicherheitsbedenken eingesetzt werden
(1), des weiteren konnte eine schnelle und effektive Bindung von ETI104 an den
Erythrozyten gezeigt werden (2) und das Medikament reduziert nach Einmalgabe
signifikant Anti-dsDNS-Antikorper bei SLE-Patienten. Dieser Abfall war allerdings nur
transient.

Diese Studie stellt die Grundlage fur die Weiterentwicklung der AHP-Technologie dar.
Aktuell gibt es vielfaltige in vitro Studien, die AHP z.B. bei viralen (z.B. Dengue Virus;
Marburg Virus; Hahn, C. 2001; Nardin, A. 1998) und bakteriellen Infektionen (u. a.
Anthrax; ETI205) untersuchen. Die Kopplung von AHP mit spezifischen Antikérpern z.B.
gegen bakterielle Toxine, virale Antigene und Autoimmunantigene, konnte die
schnellere Elimination dieser Pathogene oder spezifischer Toxine aus dem Blutkreislauf

ermoglichen.
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8 Anhang

8.1 Tabelle 4: Abkirzungen

ACR American College of Rheumatology
AE Adverse Event = Nebenwirkung
AHP Antigenes Heteropolymer

AK Antikorper

ANA Antinukleare Antikorper

Anti-dsDNS-AK

Anti-dsDNS-Antikorper

AP

Alkalische Phosphatase

B-Zellen B-Lymphozyten

C3/C4 Komplementfaktor 3/4

cGMP Current good manufacturing practices
CR1 Komplementrezeptor 1

DNS-AK Desoxyribonukleinsaure-Antikorper
DsDNS Doppelstrang-Desoxyribonukleinsaure
GAM Alexa 488 goat anti mouse IgG

GT Gamma-Glutamat-Transferase

GOT Glutamat-Oxalacetat-Transferase
GPT Glutamat-Pyruvat-Transferase

HAMA Humane Anti-Maus-Antikorper

Hb Hamoglobin

HP Heteropolymer

V. intravenos

Ig Immunglobulin

IL-2 Interleukin 2

LE Lupus erythematodes

NaCl Natriumchlorid = Kochsalzlésung




NHV Normal healthy volunteer = Proband
PTC Points to consider

RES Retikulo-Endotheliales-System

RIA Radioimmunoassay

PBS Phosphate buffered saline

SAE Serious adverse event

SD Standardabweichung

SLAM Systemic Lupus activity measurement
SLE Systemischer Lupus erythematodes
TNF Tumornekrosefaktor

T-Zellen T- Lymphozyten




8.2 Tabelle 5: Materialliste

Material Verdiinnung | gersteller Bestellnummer
ETI104 Tmg/ml EluSys/New Jersey/USA
. ) Molecular probes;
Picogreen 1:200 Leiden, Niederlande P-7581
Alexa fluor 488 goat
) ] Molecular probes:
anti mouse IgG 1:200 Leiden, Niederlande A11029
(H+L)
Alexa fluor 488 goat
: ] Molecular probes
anti human IgG 1:200 Leiden. Niederlande A11013
(H+L)
Alexa fluor 488 goat | .. Molecular probes
anti human IgM 1:200 Leiden, Niederlande A21215
Alexa 7G9 1:179 EluSys therapeutics
PBS-Dulbecco
W/o Ca, Mg Biochrome KG; L1825
(phosphate buffered Berlin, Germany
saline)
BSA (Bovine serum SIGMA
albumin) Steinheim, Germany AT906
, . SIGMA
Natrium acid Steinheim, Germany S8032
. BD PharMingen®
Cytofix buffer Heidelberg, Germany 554655
Alserver’s solution SIGMA
Taufkirchen, Germany A3551
Polystyrene Round- Falcon 2052

bottom Tube 5ml

Heidelberg, Germany




8.4 Tabelle 7: SLAM-SCORE

Name: Datum:
(Felder ankreuzen, Punkte zusammenziihlen, (grau unterlegte Felder nicht nutzen!, in diesem Fall z.B. nur 1 oder 3 moglich)
. 0 (nein / . v e
ARA | Allgemeinsymptome normal) 1 (mild) 2 (maBig) 3 (schwer)
Gewichtsverlust nein <10% >10%

e . ohne funktionelle
Mudigkeit nem Aktivitdtsverlust Limitierung
Fieber nein 37.5-385C >385C
Haut
- Schleimhautulzera
- Schmetterlingserythem
- auf Lichtprovokation nein ja

ausgeloste HV
- periunguales Erythem
- Alopezie nein beim Kdmmen spontan
- erythematdse oder
makulopapulése HV nein <20% 20-50 % >50%

- diskoider LE

Vaskulitis

(leukozytoklastische V., . <9200 <00 > 500

Urtikaria, Purpura, Livedo fem 20% 20-30% S0%

reticularis, Ulzera)

Augen

,.cytoid bodies* nein ja

Hémorraghien nein ja

Episkleritis nein ja

Retikuloendotheliales S.

Lymphadenopathie nein klein >1lcmx 1,5 cm

Hepato/Splenomegalie nein bei Insp. tastbar bei Exp. tastbar

Pulmonal
Kurzatmigkeit . Kurzatmlgkelt./ Kurzatmigkeit /

. . oder Schmerzen bei | Schmerzen bei .

Pleuraerguf3/ Pleurareiben nein Schmerzen in Ruhe
Befragen Belastung ausk. feuchte RGs
kein Reiben ausk. Reiben ’

Pneumonitis nein nur radiolog. Kurzatmigkeit bei Kurzatmigkeit in
Infiltrate Belastung Ruhe

Kardiovaskulir

Raynaud-Phénomen nein ja

arterielle Hypertonie nein diastol. 90 - 105 diastol. 105 - 115 diastol. > 115 mmHg
mmHg mmHg

Karditi nein EKG-Verind./ Thoraxschmerzen Myocarditis mit

s Reiben / Erguf3 oder Arrythmien hamod. Relevanz

Gastrointestinal




Bauchschmerzen (Serositis, nein Angabe von ,limitierende* Peritonitiszeichen
Pancreatitis, Darmischédmie) Schmerzen Schmerzen oder Aszites
0 1 2 3
Neurologisch
Insult (incl. Mononeuritis L multiple TIA /Rind/ .
muliplex, TIA, Rind) eine einzelne TIA Mononeuritis Insult / Myelitis
Epilepsie 1-2/Monat > 2/Monat Status epileptikus
Depression, schwere Depression, | Psychose
,,Cortex-Dysfunktion* Konzentrations- eingeschriankte Demenz
stérungen kognitive Funktion Koma
Kopfschmerzen (incl. Symptome Schrianken aseptische
Migraine) Belastbarkeit ein Meningitis
. . limitieren in
Myalgien subj. Beklagen Aktivitt
Gelenke
Arthralgien / Arthritiden Arthralgien Synovialitis limitierte Funktion
andere SLE-Manifestationen
Punkte gesamt:
Labor
ARA
0 1 2 3
HK >35 30-35 25-29,9 <25
Leukozyten >3.500 3.500 - 2.000 2.000 - 1.000 <1.000
Lymphozyten 1.500 - 4.000 | 1499 - 1000 999 - 500 <499
Thrombozyten >150.000 100 — 150.000 99 —50.000 <50.000
BSG <25 25-50 51-75 >175
Kreatinin 0.5-1.3 1.4-2 mg/dl 2.1 - 4 mg/dl > 4 mg/dl
mg/dl ’ ’
. . <5 Erys » 10 Erys » 25 Erys
Urin-Sediment . i et
Proteinurie 1-2¢g1 3-4¢1 >3.5¢/l
Gesamt-Punktzahl




8.7 Tabelle 10: Zusammunfassung der HAMA-Werte der Probanden und SLE-Patienten. Die als
*positiv definierten Werte sind markiert. Die Probanden 01 und 05 sind nicht aufgefiihrt, da sie
Placebo erhielten.

Dosis Proband/Patient Tag 0 Tag 14 Tag 28
1 mg Proband 2 23 53 53
Proband 3 24 28 31
Proband 4 44 82 59
5 mg Proband 6 24 104 112
Proband 7 21 35 59
Proband 8 20 28 52
Proband 101 9 12 11
Proband 103 11 12 52
Proband 104 14 20 36
SLE 1 14 26 80
SLE 2 18 24 24
SLE 3 11 104 77
SLE 4 15 66 179 (40#)
SLE 5 16 27 28
SLE 6 16 180 200 (32#)
Probandendurchschnitt 21.1 ng/ml, SD +/- 10.3 ng/ml

SLE-Patientendurchschnitt  15.0 ng/ml, SD +/- 2.4 ng/ml
*Positive HAMA-Werte sind definiert als Durchschnitt + 3 SD; fur die Probanden =
52ng/ml und fur die SLE-Patienten = 22ng/ml



8.8 Patienteneinverstandniserklédrung

(Zur Aufbewahrung mit der Krankenakte)

DOKUMENTATIONSBLATT
uber die Einverstandniserklarung des Patienten

Name:

Geburtsdatu
m:

Anschrift:

Pat.- Pat.-
Nummer: Initialen:

Titel der Studie

Verringerung von Antikérpern gegen doppelstriangige DNA bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes durch eine einzelne, intravenése Gabe eines neuen, auf einem monoklonalen
Antikorper basierenden Medikaments
Ichbindurchmeinen Arzt, ... ..., Uber Wesen, Bedeutung und

Tragweite der oben genannten klinischen Studie aufgeklart worden. Der Ablauf der Prifung und der
Zweck der Untersuchung wurde mir erldutert. Uber die theoretisch denkbaren unerwiinschten

Arzneimittelwirkungen bin ich aufgeklart worden. Ich habe die vorliegende Information zur Studie gelesen

und verstanden, und alle Fragen wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.

Mir wurde mitgeteilt, dass fir diese Studie eine Versicherung mit den ublichen Versicherungsbedingungen
abgeschlossen wurde. Eine Kopie des Versicherungsscheins und der Versicherungsbedingungen wurden
mir ausgehandigt.

Ich erklare hiermit, dass ich zur Teilnahme an dieser klinischen Studie, einschlieBlich der dafir
notwendigen arztlichen Untersuchungen bereit bin. Ferner erkldre ich meine Bereitschaft, mich an die

arztlichen Anordnungen fir die Zeit vor, wahrend und nach der Studie zu halten.



Hiermit gebe ich mein Einverstandnis, dass meine im Rahmen der klinischen Studie erhobenen Daten
anonymisiert, d.h. ohne Nennung meines Namens, aufgezeichnet und an den Auftraggeber bzw. das von
ihm autorisierte Institut weitergeleitet werden. Dies dient einer spateren statistischen Auswertung.

Ich erklare, dass ich mit der Weitergabe der im Rahmen der klinischen Prifung aufgezeichneten
anonymisierten Patientendaten zur Uberprifung an den Auftraggeber, an die zustandige
Uberwachungsbehérde oder die zustéandige Bundesoberbehdrde (das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM)) einverstanden bin.

Ich wurde daruber informiert, dass meine personenbezogene Daten stets absolut
vertraulich behandelt und nicht an die Offentlichkeit gelangen werden.

Ich wurde darauf hingewiesen, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angabe von Griinden
widerrufen kann, ohne nachteilige Folgen fiir meine weitere medizinische Versorgung.

Eine Kopie der Patienten-Information/Patienteneinverstandniserklarung habe ich erhalten.

Unterschrift des Patienten Datum

Unterschrift und Stempel des

aufklarenden Arztes Datum



Fir die Unterstutzung und freundliche Zusammenarbeit mochte ich mich bei folgenden
Personen bedanken:

Dr. med. Christof Iking-Konert
Ellen Bleck
Prof. Dr. med. Matthias Schneider



Zusammenfassung

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine Autoimmunerkrankung unklarer Atiologie, die durch das Auftreten verschiedener
Autoantikérper charakterisiert ist. Eine besondere Rolle bei der Pathogenese spielen hochaffine Anti-dsDNS-Antikorper,
moglicherweise durch die Entstehung und Ablagerung von Immunkomplexen.

ETI104 ist ein kovalent gebundenes Heteropolymer bestehend aus einem monoklonalem Antikérper, der spezifisch an CR1 auf
Erythrozyten bindet und einem DNS-Anteil, der die im Blut zirkulierenden Anti-dsDNS-Antikdrper bindet.

In vorausgegangenen Tiermodellen wurde die Vertraglichkeit von ETI104 gezeigt und infundierte Anti-dsDNS-Antikdrper gesenkt.

Ziele
Ziel dieser Studie war es, die Vertraglichkeit von ETI104 am Menschen zu untersuchen. Parallel sollte das Wirkprinzip der

Heteropolymer Technologie im Menschen etabliert werden.

Methoden

Eine einmalige Dosis von 1 mg bzw. 5 mg ETI104 wurde zunachst sechs Probanden und dann sechs Patienten mit SLE (alle 5 mg)
verabreicht.

Sowohl gebundenes ETI104 auf den Erythrozyten als auch freies ETI104 im Plasma wurden durch FACS®-AnaIysen nachgewiesen.
Die Bindung der Anti-dsDNS-Antikorper an die Erythrozyten wurde mit spezifischem IgG- und IgM-Antikorpern erfalt. Die

hochaffinen Anti-dsDNS-Antikérper im Serum wurden mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt.

Ergebnisse

Weder Probanden noch Patienten zeigten schwerwiegende Medikamentenunvertraglichkeit. Es fanden sich keine negativen
Auswirkungen auf laborchemische Parameter, ETI104 verursachte keine signifikante Hamolyse, die Bestimmungen der
Vitalparameter erbrachten keinerlei Sicherheitsbedenken. Insgesamt traten zehn nicht bedenkliche Nebenwirkungen auf, von denen

sechs moglicherweise in Zusammenhang mit der Medikamentenapplikation standen.

Bei einigen Patienten war ein voriibergehender Abfall der Komplementfaktoren C3 und C4 zu verzeichnen, was sich klinisch nicht

auswirkte. Uber den gesamten Studienzeitraum zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des SLAM-Scores.

Bei allen Patienten konnte eine schnelle und effektive Bindung von ETI104 zum ersten Messzeitpunkt 15 min nach Applikation
nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde eine schnelle Bindung von Anti-dsDNS-Antikérpern der Patienten an den Erythrozyten
festgestellt. Eine Reduktion der Anti-dsDNS-Antikérpertiter im Plasma wurde mit einem maximalen Abfall nach 15 min bei finf
Patienten und nach 4 std bei einem Patienten erreicht; die mittlere Antikérperreduktion nach 15 min lag bei 55% (range 43%-62%).
Nach 24 std war bei allen Patienten ein Antikérperwiederanstieg zu verzeichnen. Am Tag 28 nach Medikamentengabe war bei drei

Patienten eine signifikante Reduktion festzustellen.

SchluBfolgerung

In dieser Studie wurde erstmalig das neue Wirkprinzip der Heteropolymer- Technologie (HP) unter Beweis gestellt: ETI104 konnte
ohne Sicherheitsbedenken eingesetzt werden (1), des weiteren konnte eine schnelle und effektive Bindung von ETI104 an den
Erythrozyten gezeigt werden (2) und das Medikament reduziert nach Einmalgabe signifikant Anti-dsDNS-Antikérper bei SLE-
Patienten. Dieser Abfall war allerdings nur transient.

Diese Studie stellt die Grundlage firr die Weiterentwicklung der AHP-Technologie dar. Aktuell gibt es vielfaltige in vitro Studien, die
AHP z.B. bei viralen (z.B. Dengue Virus; Marburg Virus; Hahn, C. 2001; Nardin, A. 1998) und bakteriellen Infektionen (u. a. Anthrax;
ETI205) untersuchen. Die Kopplung von AHP mit spezifischen Antikdrpern z.B. gegen bakterielle Toxine, virale Antigene und
Autoimmunantigene, kénnte die schnellere Elimination dieser Pathogene oder spezifischer Toxine aus dem Blutkreislauf

ermoglichen.



